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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования 

 

Мужское бесплодие – актуальная проблема современной медицины, оно 

встречается у 7-10% бесплодных пар [19,23,48,196,211,227,230]. 

Бесплодие, сформированное вследствие варикоцеле, составляет 21-39% 

[4,84,104,157,160,234]. Варикоцеле – варикозное изменение вен семенного 

канатика. Во многих научных публикациях имеются данные об изменении 

качества спермы (количества, подвижности, морфологии) при данном 

заболевании. Часто к нарушению сперматогенеза приводят такие факторы, как 

механическое сдавление семявыносящих путей варикозно-расширенными венами, 

венозный стаз и ретроградный ток крови, в результате которого увеличивается 

температура яичек и нарушается синтез стероидов. Из-за повышенного венозного 

давления в венозную систему левого яичка попадают гормоны коры левого 

надпочечника, что приводит к нарушению сперматогенеза [28,65]. 

В 40-70 % случаев причиной бесплодия является хронический простатит.    

Хронический простатит/синдром хронической тазовой боли (ХП/СХТБ) или 

простатит категории III – сложное и малоизученное заболевание предстательной 

железы. Этот тип простатита может быть воспалительным (III A) или не 

воспалительным (III B) в зависимости от наличия или отсутствия лейкоцитов в 

секрете предстательной железы [200].   

Основной подход к лечению бесплодия включает постановку диагноза и 

выяснение причины, и с этой целью необходимо проведение биохимических 

исследований. Функциональная активность сперматозоидов поддерживается 

спермоплазмой, в которой содержатся такие метаболиты, как белок, ферменты, 

микроэлементы, лимонная кислота, фруктоза, карнитин и другие [71]. 

Спермоплазма – это смесь секретов добавочных половых желез, 

нормальную деятельность которых обеспечивают андрогенные гормоны. 

Концентрация различных метаболитов в спермоплазме может указывать на 

функциональное состояние желез мужской половой системы и андрогенную 
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насыщенность организма. В настоящее время в спермоплазме определяются 

следующие биохимические показатели: фруктоза, лимонная кислота, 

концентрация цинка, нейтральная α-гликозидаза, акросомальный белок акрозин. 

Их определение в спермоплазме не дает однозначного ответа о снижении 

мужской фертильности; в связи с недостатком биохимических маркеров ранней 

диагностики мужского бесплодия их поиск является актуальным.  

Витамин В12 (цианкобаламин) относится к водорастворимым витаминам 

группы В, не синтезирующимся в организме человека. Данный витамин 

содержится в молочных и мясных продуктах, рыбе и яйцах. Основными 

биохимическими функциями цианкобаламина являются участие в синтезе ДНК, в 

обмене липидов и аминокислот [115]. При недостатке метилкобаламина, 

коферментной формы витамина В12, нарушается синтез тимидина, входящего в 

состав ДНК, что приводит к развитию различных патологических состояний и 

вполне вероятно, к репродуктивным расстройствам. В настоящее время в научной 

литературе имеются данные, которые подтверждают взаимосвязь между 

количеством витамина В12 и качеством спермы, но результаты таких 

исследований противоречивы и требуют дополнительного более глубокого 

изучения [112,178,210].  

Недостаток витамина В12 в организме человека приводит к снижению 

каталитической активности фермента метионинсинтазы (КФ 2.1.1.13), 

катализирующей реакцию синтеза метионина из гомоцистеина [122].  

Гомоцистеин (Нсy) – непротеиногенная аминокислота, являющаяся важным 

промежуточным звеном в нормальном метаболизме метионина у человека. При 

снижении количества витамина В12 развивается гипергомоцистеинемия, которая, 

предположительно, может оказывать токсическое действие на сперматогенез и, 

возможно, приводит к нарушению функций репродуктивной системы у мужчин. 

При анализе литературных источников было выявлено много противоречивых 

данных по этому вопросу, в связи с чем проблема является актуальной в 

современном обществе, в котором увеличивается процент мужского бесплодия 

[19,23,112,178,196,210,211,227].  
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Вероятно, увеличение количества гомоцистеина в спермоплазме может 

быть ассоциировано со снижением фертильности у мужчин. Гомоцистеин 

является провокатором свободных радикалов и приводит к развитию 

окислительного стресса (ОС) и накоплению окислительно модифицированных 

белков (ОМБ). ОМБ являются ранним маркером деструкции белков под 

действием активных форм кислорода (АФК) или активных форм азота (АФА), в 

результате белки теряют свои нативные свойства. Также к ОС может приводить 

оксид азота, избыток которого может превращаться в пероксинитрит, а 

последний, в свою очередь, приводит к повреждению клетки. И, таким образом, 

как ОМБ, так и стабильные конечные метаболиты оксида азота, могут явиться 

маркером состояний, приводящих к снижению мужской фертильности [139,202]. 

Катепсины – это протеолитические ферменты, в активном центре которых 

присутствуют остатки цистеина, серина или аспарагиновой кислоты. 

Цистеиновые катепсины содержатся в лизосомах и принимают участие во 

внутриклеточном обмене белков, разрушая внутренние пептидные связи. 

Предположительно, катепсины B, L и Н, содержатся в акросоме сперматозоидов. 

Тиоловые группы, находящиеся в активном центре ферментов, при окислении 

образуют дисульфидные связи, что приводит к потере активности фермента [56].  

 

Степень разработанности темы 

 

Данные о взаимосвязи активности лизосомальных цистеиновых протеаз 

(катепсинов В, L, H) и качества эякулята в литературе практически не 

встречаются. Активность катепсинов В, L, H в спермоплазме при нарушении 

репродуктивной функции у мужчин с хроническим простатитом и варикоцеле не 

изучалась.  

В литературных источниках имеются данные, что снижение количества 

витамина В12 в плазме крови, может приводить к различным репродуктивным 

расстройствам у мужчин [112]. Но в то же время эта тема изучена не до конца и 

не имеет однозначных результатов исследования. Недостаток витамина В12 
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приводит к снижению каталитической активности метионинсинтазы - фермента, 

катализирующего реакцию синтеза метионина из гомоцистеина. Доказано, что 

гипергомоцистеинемия может приводить к окислительному стрессу, влияющему 

на мужскую фертильность [74,83,121,172,194]. Токсическое действие 

гомоцистеина связано с его химической структурой. По данным научной 

литературы известно, что при гипергомоцистеинемии ингибируется синтез 

фермента эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) [140]. Но данные об 

изменении концентрации гомоцистеина в спермоплазме у мужчин с нарушением 

репродуктивной функции при ХП/СХТБ и варикоцеле, в литературе практически 

отсутствуют. Также не встречаются данные о количестве витамина В12 и 

гомоцистеина и их взаимосвязи с показателями эякулята при ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией и варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией в анамнезе. Эта тема требует более глубокого 

изучения. 

Объектом исследования явились пациенты с ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией и варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией, сопровождающимися бесплодием. Контрольную группу 

составили здоровые мужчины с нормозооспермией, проходившие исследование 

спермограммы перед экстракорпоральным оплодотворением. 

Материал исследования спермоплазма. 

Работа выполнена на кафедре биологической химии ФГБОУ ВО РязГМУ 

Минздрава России.   

 

Цель исследования 

 

Оценка влияния особенностей метаболизма витамина В12 и гомоцистеина во 

взаимосвязи с активностью цистеиновых катепсинов и показателями 

окислительного стресса на подвижность сперматозоидов у пациентов с ХП/СХТБ 

и варикоцеле, сопровождающимися бесплодием. 
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Задачи исследования 

 

1. Оценить концентрацию витамина В12 и гомоцистеина в спермоплазме 

пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией, ассоциированными с бесплодием.    

2. Оценить количество карбонилированных белков и конечных метаболитов 

оксида азота в спермоплазме пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени 

с сопутствующей астенозооспермией, ассоциированными с бесплодием.    

3. Изучить активность катепсинов В, L, H в спермоплазме пациентов с 

ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией, 

ассоциированными с бесплодием.    

4. Оценить взаимосвязи между подвижностью сперматозоидов и 

концентрацией витамина В12, гомоцистеина, карбонилированных белков, 

активностью цистеиновых катепсинов (В, L, H) в спермоплазме пациентов с 

ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией, 

ассоциированными с бесплодием.  

 

Научная новизна 

 

Впервые исследована активность цистеиновых протеиназ (катепсинов B, L, 

H) в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией. Было выявлено снижение активности 

цистеиновых катепсинов В, L, Н в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией, установлена положительная корреляционная 

взаимосвязь средней силы между активностью цистеиновых катепсинов В, L, Н и 

подвижностью сперматозоидов. У пациентов с варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией также отмечалось снижение активности 

цистеиновых катепсинов В, L, Н; была выявлена положительная корреляционная 

взаимосвязь средней силы между активностью цистеиновых катепсинов В, L, Н и 

подвижностью сперматозоидов в спермоплазме. В ходе работы было обнаружено, 
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что активность цистеиновых катепсинов В, L, Н у пациентов с ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией выше, чем у пациентов с варикоцеле II и III 

степени с сопутствующей астенозооспермией.  

В ходе исследования впервые было определено количество витамина В12 в 

спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией. Обнаружено статистически значимое 

снижение уровня витамина В12 в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ и 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией. Также в ходе 

нашего исследования было обнаружено повышение уровня гомоцистеина в 

спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией. При определении уровня окислительной 

модификации белков спермоплазмы у пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III 

степени с сопутствующей астенозооспермией было отмечено нарастание уровня 

ранних и поздних маркеров окислительной деструкции белка. 

 

Теоретическая и практическая значимость 

 

Представленные в работе данные позволяют установить взаимосвязь между 

биохимическими показателями спермоплазмы и подвижностью сперматозоидов 

при ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией. 

Количество витамина В12 и гомоцистеина, состояние активности цистеиновых 

протеиназ, уровень окислительной модификации белков в спермоплазме могут 

стать основой для использования в качестве диагностики снижения мужской 

фертильности при таких заболеваниях, как хронический простатит и варикоцеле. 

 

Методология и методы исследования 

 

Подсчет подвижности сперматозоидов в эякуляте выполняли на 

автоматическом спермоанализаторе АФС-500-2, (Россия). Определение 

цианкобаламина (витамина В12) проводили методом конкурентного ИФА с 
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помощью набора фирмы «Сloud-Clone Corp.» (Китай). Определение гомоцистеина 

также проводили методом конкурентного ИФА с помощью набора фирмы «Сloud-

Clone Corp.» (Китай). Для определения концентрации метаболитов оксида NO 

(нитритов и нитратов) использовали метод в модификации В.А. Метельской [46]. 

Определение окислительной модификации белков в спермоплазме проводили по 

методу R.L. Levine [111] в модификации Е.Е. Дубининой [57]. Активность 

катепсинов В, L, Н изучали спектрофлуориметрическим методом по Barrett и 

Kirschke [88]. Для оценки устойчивости системы к окислительному воздействию 

проводили анализ резервно-адаптационного потенциала. Измерение 

концентрации белка в спермоплазме осуществлялось биуретовым методом с 

использованием коммерческих наборов производства фирмы «Mindray» (Китай). 

Данный набор предназначен для количественного определения общего белка 

биуретовым методом в биологических жидкостях.  

 

Основные положения, выносимые на защиту 

 

1. Концентрация витамина В12 снижена, уровень гомоцистеина повышен в 

спермоплазме пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией по сравнению с контрольной группой 

пациентов, что может быть использовано в качестве дополнительных 

биохимических маркеров снижения мужской фертильности. 

2. Уровень карбонилированных белков в спермоплазме пациентов с 

ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией 

повышен; резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы по сравнению с 

контрольной группой пациентов снижен, уровень конечных метаболитов оксида 

азота в спермоплазме у пациентов с варикоцеле II-III степени повышен, что 

свидетельствует о развитии окислительного стресса.  

3. Активность лизосомальных цистеиновых катепсинов В, L, Н в 

спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией снижена по сравнению с контрольной 
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группой пациентов, что может ассоциироваться с нарушением протеолиза и 

сопряженных процессов при снижении мужской фертильности.  

4. Установлены положительные корреляционные взаимосвязи между 

подвижностью сперматозоидов и активностью катепсинов В, L, Н, концентрацией 

витамина В12 в спермоплазме пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени 

с сопутствующей астенозооспермией. Выявлена отрицательная корреляционная 

взаимосвязь между концентрацией витамина В12 и гомоцистеина в спермоплазме 

у пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией.  

 

Степень достоверности и апробация результатов 

 

Полученные в ходе исследования результаты доложены на конференциях:  

1. VII Всероссийская научная конференция молодых специалистов, 

аспирантов, ординаторов «Инновационные технологии в медицине: взгляд 

молодого специалиста» (Рязань, 2021). 

2. Научно-практическая конференция (69-я годичная) ГОУ «Таджикский 

государственный медицинский университет им. Абуали ибни Сино» с 

международным участием «Достижения и проблемы фундаментальной науки и 

клинической медицины», посвященная 30-летию Государственной независимости 

Республики Таджикистан и «Годам развития села, туризма и народных ремёсел 

(2019-2021)» (Душанбе, 2021).  

3. 2-я Всероссийская научно-практическая конференция с международным 

участием «Современные достижения химико-биологических наук в 

профилактической и клинической медицине» (Санкт-Петербург, 2021).  

4. Всероссийская научно-практическая конференция с международным 

участием «Биохимические научные чтения памяти академика РАН Е.А. Строева» 

(Рязань, 2022).  

5. Всероссийская научно-практическая конференция с международным 

участием «Биохимические научные чтения памяти академика РАН Е.А. Строева» 
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(Рязань, 2022).  

6. VI Международный молодежный научно-практический форум 

«Медицина будущего: от разработки до внедрения» (Оренбург, 2022).  

7. XXX Международная конференция и дискуссионный научный клуб 

«Новые технологии в медицине, биологии, фармакологии и экологии nt+me’22. 

New Information Technology in Medicine, Pharmacology, Biology and Ecology» 

(Крым, Ялта — Гурзуф, 2022).  

 

Личный вклад автора 

 

Формулировка целей и задач, решение поставленных задач, изложенных в 

диссертации, анализ научной литературы по данному вопросу, все лабораторные 

исследования, статистическая обработка полученных результатов, систематизация 

результатов проводилась автором самостоятельно при непосредственном участии 

научного руководителя.  

 

Сведения о внедрении 

 

Результаты исследования, изложенные в диссертации, внедрены в учебный 

процесс кафедры биологической химии федерального государственного 

бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Рязанский 

государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова» 

Министерства здравоохранения Российской Федерации, а также в практику 

медицинского центра «Гармония», город Рязань.  

 

Объем и содержание работы 

 

Диссертационная работа включает в себя следующие разделы: введение, 

обзор литературы, главу с описанием материалов и методов исследования, 

результаты собственных исследований с их обсуждением, заключение, выводы, 
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практические рекомендации, список литературы. Объем работы составляет 124 

страницы машинописного текста, содержит 9 таблиц, проиллюстрирован 44 

рисунками.  

Список литературы включает 242 источника: 82 отечественных и 160 

зарубежных.  

 

Публикации 

 

По теме диссертации опубликовано 11 печатных работ, из них 5 – работ в 

изданиях, рекомендованных ВАК при Минобрнауки России для публикации 

результатов диссертационных исследований, из которых 1 – в издании, входящем 

в международную цитатно-аналитическую базу данных Scopus. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Влияние витамина В12 на мужскую фертильность  

 

Витамин В12 (цианкобаламин) относится к водорастворимым витаминам   

группы В [213]. В организме человека витамин В12 не синтезируется. Его 

источниками являются печень, почки, рыба, яйца, молоко и сыр [113].  Витамин 

В12 превращается в свои коферментные формы: метилкобаламин и 

дезоксиаденозилкобаламин в печени и почках [216]. 

Основными биохимическими функциями витамина В12 являются участие в 

синтезе ДНК, в обмене жирных кислот и в обмене аминокислот [115]. Дефицит 

витамина В12 приводит к метаболическим нарушениям, например, к развитию 

мегалобластной анемии [185,239]. Кофермент витамина В12 метилкобаламин 

участвует в реакции синтеза метионина из гомоцистеина, которую катализирует 

фермент 5-метилтетрагидрофолат-гомоцистеин-S-метилтрансфераза [216]. 

Недавние исследования показали, что витамин В12, попадая с кровью в органы 

мужской репродуктивной системы, существенно может влиять на сперматогенез и 

качественные показатели спермы [210]. Отмечается снижение концентрации 

кобаламина в плазме крови у бесплодных мужчин по сравнению с фертильными 

[112]. 

Бесплодие является одной из важнейших и глобальных проблем 

современного общества, в частности, бесплодие у мужчин составляет примерно 

7% [49,196,211,230]. Причины, вызывающие бесплодие, различны. В 25% случаев 

фактором, способствующим мужскому бесплодию, является азооспермия - 

отсутствие сперматозоидов в эякуляте, у 40% пациентов этиология бесплодия 

неизвестна [156]. Одним из основных факторов мужского бесплодия является 

астенозооспермия - снижение подвижности сперматозоидов ниже нормы [66,85]. 

Работы по изучению влияния витамина В12 на показатели спермограммы начали 

проводиться еще в прошлом веке.  
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В 1984 году Isoyama et al.  вводил метилкобаламин в дозе 1500 мкг/сут 26 

бесплодным пациентам со сниженной подвижностью сперматозоидов в течение 4-

24 недель. Через 8 недель отмечалось увеличение подвижности сперматозоидов в 

13 случаях (53,8%), в остальных случаях подвижность осталась без изменений 

[101]. А при введении препарата в аналогичной дозе более 12 недель, повышалась 

подвижность сперматозоидов и у пациентов с идиопатической олигозооспермией 

[195].  

C 2000 годов S. Sinclair et al. и S. Chatterjee et al. предлагают применять 

препараты, содержащие витамин В12, в качестве возможной терапии по 

улучшению параметров сперматозоидов, таких, как количество и подвижность 

[99,214]. 

По данным Gual-Frau et al. у бесплодных мужчин с варикоцеле отмечается 

самый высокий процент сперматозоидов с повреждённой ДНК. В настоящее 

время имеются данные, что целостность ДНК сперматозоидов повышает 

антиоксидантная терапия, но о её применении у пациентов с варикоцеле данные 

отсутствуют. Gual-Frau et al. провели экспериментальные исследования по 

введению витамина В12 двадцати бесплодным пациентам с диагнозом варикоцеле. 

Им вводили В12 в дозе 1 мкг/сут в течение 90 дней в составе поливитаминной 

терапии, что привело к уменьшению фрагментации ДНК сперматозоидов 

приблизительно на 22,1%, а также улучшению целостности ДНК сперматозоидов 

[178]. 

Известно, что недостаток витамина В12 в организме человека приводит к 

снижению каталитической активности метионинсинтазы – фермента, 

катализирующего реакцию синтеза метионина из гомоцистеина (Рисунок 1). 

Исследования в области изучения витамина В12, как показателя мужской 

фертильности, показывают, что указанный витамин оказывает положительное 

влияние на показатели спермограммы, а изменение его концентрации может 

использоваться в качестве показателя маркера мужской фертильности. В то же 

время имеются работы, не подтверждающие данный факт. 
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Рисунок 1 – Метаболизм метионина и гомоцистеина у человека   

 

В исследовании Halim et al. не было отмечено улучшения качества спермы 

при приеме витамина В12 [148]. В работах Chen et al. было выявлено 

незначительное изменение концентрации цианкобаламина между фертильными и 

бесплодными мужчинами [102]. В связи с этим, представленная тема является 

весьма актуальной, требующей дальнейших исследований и поиска 

молекулярных механизмов влияния витамина В12 на состояние мужской 

фертильности. 
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1.2. Влияние гипергомоцистеинемии и оксидативного стресса на мужскую 

фертильность  

 

Гомоцистеин относится к непротеиногенным серосодержащим 

аминокислотам и является важным промежуточным звеном в нормальном 

метаболизме человека [44]. Он образуется в процессе отщепления метильной 

группы от S-aденозилметионина, с образованием S-aденозилгомоцистеина, 

который в последующем под действием фермента аденозилгомоцистеиназы (КФ 

3.3.1.1) превращается в аденозин и гомоцистеин [203,207]. Обезвреживание 

гомоцистеина в клетках происходит двумя путями, так как в больших количествах 

он оказывает токсическое действие на организм человека.  

При реметилировании Нсу превращается в метионин, а при 

транссульфурировании происходит перенос серы с гомоцистеина на 

аминокислоту серин с дальнейшим образованием цистеина.  

Метаболизм гомоцистеина зависит от количества коферментных форм 

витаминов (В6, В9, В12). В реметилировании принимает участие фермент 

метионинсинтаза, а коферментом в реакции является метилкобаламин. Донором 

метильной группы в этой реакции используется производное фолиевой кислоты 

(N5 метил-ТГФК). В транссульфурировании участвует фермент цистатионин-β-

синтаза (КФ 4.2.1.22) и цистатионин-γ-лиаза (КФ 4.4.1.1) (Рисунок 2), а в качестве 

кофермента в этом пути обезвреживания гомоцистеина выступает 

пиридоксальфосфат, поэтому при недостатке этих витаминов может возникнуть 

гипергомоцистеинемия [184].  

В организме человека повышение уровня гомоцистеина связано в большой 

степени с изменением в гене метилентетрагидрофолатредуктазы, но также может 

наблюдаться при недостатке витаминов группы В и фолатов [107,123,137].  

Уровень Hcу увеличивается на фоне пролиферативных заболеваний и при 

нарушении выведения гомоцистеина из организма почками. 
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Рисунок 2 – Превращение гомоцистеина в цистеин у человека 

 

Уровень общего гомоцистеина в плазме крови более 15 мкмоль/л обычно 

считают гипергомоцистеинемией [43], которая связана с различными 

нарушениями метаболизма, что может приводить к репродуктивным 

расстройствам [13,14,18,32,33,110,142,198,224].  

Источником Нсy могут служить клетки, которые нуждаются в метильных 

группах (пролиферирующие клетки). Метаболизм гомоцистеина в основном 

протекает внутри клеток, а незначительная часть может попадать в кровоток [82]. 

В плазме крови Нсу в 70-80% находится в связанном с белками виде, на долю 

свободного восстановленного гомоцистеина приходится около 1%, также он 

может находиться в окисленной свободной форме [3] (Рисунок 3).  

В течение жизни уровень гомоцистеина изменяется. В период полового 

созревания наблюдается увеличение количество Hcу. У мужчин уровень 

гомоцистеина выше, чем у женщин и составляет 5-10 мкмоль/л [52]. 

Токсическое действие гомоцистеина связано с его химической структурой. 

Наиболее значимыми являются три типа реакций, в которые может вступать 

гомоцистеин.  
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Рисунок 3 – Структуры гомоцистеина в плазме крови  

(цит. по: Jakubowski H., 2011) [150] 

Первый тип гомоцистеинилирование – это связывание с сульфгидрильными 

и аминогруппами в белках.  Восстановленный гомоцистеин способен 

неферментативно реагировать с тиольными группами остатков цистеина в белках 

и пептидах (S-гомоцистеинилирование), а образующийся под действием 

метионил-тРНК-синтетазы из гомоцистеина тиолактон – с ε-аминогруппами 

лизина (N-гомоцистеинилирование) [130, 149, 173] (Рисунок 4). 

 

Рисунок 4 – Ковалентная модификация белков в процессе N-

гомоцистеинилирования (цит. по: Медведев Д.В. и др., 2017) [43] 
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Второй тип – восстановление кислорода в присутствии ионов металлов 

[217]. Третий тип – присоединение оксида азота с образованием S-

нитрозогомоцистеина [151]. 

Гипергомоцистеинемия может привести к развитию окислительного стресса 

[43]. Понятие «Окислительный стресс» было впервые введено в 1991 году H. Sies.  

ОС – это повреждение клеток организма человека, которое наблюдается при 

нарушении механизмов антиоксидантной защиты или при увеличении выработки 

активных форм кислорода, оказывающих токсическое действие [58,60,182]. 

Нарушение работы антиоксидантной защиты организма может быть связано с 

такими ферментами, как супероксиддисмутаза (СОД; КФ 1.15.1.1), каталаза (КФ 

1.11.1.6), глутатионпероксидаза (ГП; КФ 1.11.1.9), глутатионредуктаза (КФ 

1.8.1.7) [6,37]. Еще одной причиной нарушения работы антиоксидантной системы 

организма являются экзогенные антиоксиданты [40,164,165]. Процессы свободно-

радикального окисления приводят к разнообразным патологическим состояниям и 

заболеваниям [42]. Повышенная концентрация окисленных молекул в организме 

человека при продолжительном воздействии способствует формированию 

различных атипичных состояний, а также усиливает катаболизм белков. В 

результате ОС могут возникать повреждения структуры липидов, белков, 

нуклеиновых кислот, а также нарушается синтез простагландинов, лейкотриенов, 

тромбоксанов [25,26,181], что приводит к запуску механизма множественных 

клеточных ответов.  

Существует мнение, что в основе патогенеза таких заболеваний как 

ХП/СХТБ и варикоцеле лежит окислительный стресс [103,166,209]. 

В научной литературе встречаются разные описания механизмов развития 

окислительного стресса у мужчин с нарушением репродуктивной функции 

[10,51]. Можно выделить 3 основных механизма взаимосвязи ОС и мужской 

фертильности.  

Первый механизм связан со снижением подвижности сперматозоидов. 

Снижение подвижности сперматозоидов наблюдается вследствие окислительного 

повреждения митохондрий из-за уменьшения выработки энергии. В данном 
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случае нарушается гибкость мембраны половых клеток из-за увеличения 

активных форм кислорода.  

Второй механизм связан с нарушением проникновения сперматозоидов в 

яйцеклетку. При этом механизме активные формы кислорода способствуют 

перекисному окислению акросомального участка мембраны.  

Третий механизм характеризуется повреждением ДНК сперматозоида 

активными формами кислорода, что в свою очередь приводит к дефекту 

отеческого генома [30,55,74,83,92,120,121,172,194,197,223]. 

В настоящее время встречается много научных работ по поводу 

свободнорадикального окисления и состояния антиоксидантной системы при 

различных видах нарушения сперматогенеза. Среди них встречаются такие, 

которые раскрывают причины и механизмы развития окислительного стресса 

репродуктивной системы мужчин [49,114]. 

Так, попадание в организм мужчины ксенобиотиков нарушает работу 

системы детоксикации организма, в результате увеличивается образование 

активных форм кислорода. Также может наблюдаться дисбаланс между 

прооксидантами и антиоксидантами, приводящий к развитию окислительного 

стресса в гонадах и сперме. При проведении исследований спермы было 

выявлено, что у мужчин, проживающих в промышленных районах c плохой 

экологической ситуацией, существует прямая взаимосвязь между развитием 

патозооспермии и содержащимися в эякуляте токсическими веществами [9]. Еще 

одной причиной развития ОС могут быть вредные привычки (употребление 

алкоголя, курение). Под действием токсических веществ происходит нарушение 

свободнорадикальных процессов, что приведет к увеличению активных форм 

кислорода [29,76].   

По данным De Jong et al. было выявлено, что у мужчин, злоупотребляющих 

алкоголем, отмечалось снижение уровня тестостерона и уровня антиоксидантов в 

семенной жидкости, а также наличие окислительного стресса [116]. А у курящих 

мужчин повышается уровень свободных радикалов в эякуляте и уменьшается 

количество антиоксидантов (витаминов С, Е) [117,215]. По данным некоторых 
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авторов при боевом стрессе происходит нарушение метаболизма с выраженной 

активацией свободнорадикальных процессов в мужских репродуктивных органах. 

Это может быть связано с нарушением работы механизмов центральной и 

периферической регуляции стероидо- и сперматогенеза [8].  

В результате ОС может развиваться некроз или апоптоз клеток из-за 

генерации вторичных АФК/активных форм азота (АФА) [63]. Свободные 

радикалы наносят повреждающее действие, которое заключается в изменении 

свойств биологических мембран вследствие активации перекисного окисления 

липидов [12,64,90]. Продукты, образующиеся в ходе реакций – малоновый 

диальдегид, 4-гидрокси-2-ноненаль, 2–акролеин, изофосфат, способствуют 

усиленному повреждению клетки [59,90,109,168]. Перекисное окисление липидов 

запускается при воздействии первичного свободного радикала. Теряется атом 

водорода у метиленовой группы ненасыщенных жирных кислот. Образуются 

группы ROO● из-за попадания кислорода в ловушку липидного радикала. Группы 

ROO● могут взаимодействовать друг с другом, и результатом этого 

взаимодействия будет повреждение мембранных белков [59]. Для данного 

процесса необходимо наличие кислорода и ненасыщенных жирных кислот. Также 

малоновый диальдегид может взаимодействовать с тиоловыми группами белков, 

сшивать аминокислоты и липиды из-за расщепления углеводородных связей в 

реакциях перекисного окисления липидов [12,47,90]. Результатом этого процесса 

является образование агрегированных протеиновых молекул, хромолипидов, 4-

гидрокси-2-ноненаля [17,90]. Новые процессы перекисного окисления могут 

запускать гидроперекиси липидов под действием ряда факторов, хотя и являются 

стабильными соединениями [26,27,47,59]. 

Главным местом образования свободных радикалов является дыхательная 

цепь митохондрий [12,62]. Они, в свою очередь, инициируют перекисное 

окисление в цитоплазматическом ретикулуме. В результате этого проницаемость 

клеточной мембраны увеличивается и усиливается повреждение митохондрий. 

При постоянном действии свободных радикалов может возникнуть 
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цитотоксический эффект, который сопровождается прогрессированием старой 

или появлением новой патологии [73,75].  

Активные формы кислорода: супероксид-радикал (О2
-), пероксидный 

радикал (НО2), гидроксил-радикал (ОН-), перекись водорода (Н2О2), 

образующиеся из молекулярного кислорода путем многоэтапного 

восстановления, могут легко трансформироваться друг в друга.  

 

1.3. Роль оксида азота в нарушении мужской фертильности 

 

Оксид азота образуется в организме человека из L-аргинина в результате 

окисления атомом кислорода при участии фермента NO-синтазы (KФ 1.14.13.39) 

[1,15,16,158,220] (Рисунок 5).  

 

 

Рисунок 5 – Схема образования NO и цикла оксида азота  

(цит. по: Реутов Е.П., 1998) [69] 
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Существует три изоформы фермента NO-синтазы (KФ 1.14.13.39): 

эндотелиальные (eNOS), нейрональные (nNOS) и макрофагальные (mNOS) 

[125,180]. Изоформы различаются по экспрессии и биологическому значению, в 

связи с чем их разделяют на конститутивную (cNOS) и индуцибельную (iNOS). 

Нейрональная NO-синтаза является конститутивной; макрофагальная NO-синтаза 

– индуцибельной формой, а эндотелиальная NO-синтаза является и 

конститутивной в 80 %, и индуцибельной в 20 % ферментными формами 

[39,124,152].  

Физиологическая роль оксида азота разнообразна. Он вызывает 

расслабление гладких мышц сосудов, может выступать в качестве 

нейромедиатора, регулирует программируемую гибель клетки, а также участвует 

в работе репродуктивной системы [39,50,87,105,127,175,199,229,240] (Таблица 1).  

 

Таблица 1 – Сравнительная характеристика NO-синтаз (цит. по: Абутуров 

А.Е., 2009) [1,36] 

Характеристика eNOS nNOS iNOS 

Клеточная 

экспрессия 

Эндотелиоциты, 

кардиомиоциты, 

тромбоциты, 

нейроны 

Нейроны, 

эпителиоциты, 

эндотелиоциты, 

миоциты скелетных 

мышц и сосудов, 

нейтрофилы, 

тромбоциты, f3-

клетки 

поджелудочной 

железы 

Макрофаги, 

нейтрофилы, 

эпителиоциты, 

кардиомиоциты, 

глиальные 

клетки, миоциты 

сосудов, 

эндотелиоциты, 

нейроны 

Субклеточная 

локализация 

Аппарат Гольджи, 

мембрана клетки в 

области 

маленьких 

инвагинаций, 

которые содержат 

трансмембранный 

кавеолин, ядро 

клетки, 

митохондрии 

Цитоплазма, 

эндоплазматический 

ретикулум, 

сарколемма 

Фагосомы, 

пероксисомы, 

мембрана, ядро 

клетки, 

митохондрии 
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В физиологических концентрациях оксид азота проявляет низкую 

реакционную способность. Может выступать в качестве антиоксиданта 

(ингибитор процессов перекисного окисления липидов). При избытке NO 

происходит его превращение в пероксинитрит (ONOO-), который является 

сильным окислителем и способен приводить к перекисному окислению липидов, 

повреждать клетки. Решающим фактором токсичности NO служит соотношение 

NO и супероксида [177]. В нитрозативном стрессе ключевую роль играют 

активные формы азота. При данном виде стресса происходит изменение 

структуры белков, ингибирование их биологических функций [174,177]. 

По данным S.B. Doshi et al. избыток активных форм азота отрицательно 

влияет на мужскую репродуктивную систему: снижает секрецию гонадотропина, 

вызывает дисфункцию яичек и изменяет параметры спермы [202]. Также 

существует подкласс нейрональной NO-синтазы, который находится в яичках, 

известный как TnNOS и вносит основной вклад в образование NO 

[159,176,232,242]. Он локализуется только в клетках Лейдига яичка, можно 

предположить его участие в стероидогенезе. Активные формы азота встречаются 

в разных клетках мужской репродуктивной системы (Рисунок 6). 

 

Рисунок 6 – Источники активных форм азота в мужской репродуктивной системе 

(цит. по: Doshi S.B. et al., 2012) [202] 
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1.4. Участие окислительно-модифицированных белков в патогенезе 

бесплодия у мужчин  

 

Окислительная модификация белков – это процесс ковалентной 

модификации белков в результате воздействия активных форм кислорода или 

активных форм азота на них [188]. Такие аминокислоты как гистидин, метионин, 

цистеин, триптофан, аргинин, пролин, участвуют в процессе окислительного 

изменения белков и способны легко окисляться под действием АФК/АФА [74]. 

Окислительно модифицированные белки по мнению многих авторов могут 

образовываться в результате множества реакционно способных соединений, а 

именно: 

- активных форм кислорода (ОН˙, О2˙ ̄, Н2О2, О2); 

- активных форм азота (NO˙, ONOO ̄)[128,206]; 

- металлов переменной валентности (Сu 2+, Fe2+) 

- под воздействием продуктов перекисного окисления липидов (малоновый 

диальдегид, 4- гидрокси-2-ноненаль) [86,190].  

Также окислительно-модифицированные белки могут образовываться и при 

истощении антиоксидантной системы в организме человека, когда наступает 

дисбаланс антиоксидантов и прооксидантов [7]. 

Выделяют три механизма окислительного изменения белков [25].  

Первый механизм связан с ионизирующей радиацией. Второй механизм 

сопряжен с действием АФК, которые образуются в ходе химических реакций. 

Третий механизм связан c металл-зависимым окислением. Окислительная 

модификация белков может развиваться в результате фрагментации пептидной 

основы, а также окислительной модификации могут подвергаться и боковые 

радикалы каждой аминокислоты [22]. При окислительном повреждении белка 

нарушается его нативная структура. Начинают образовываться агрегированные 

конгломераты, а также фрагментированные частицы [17].    

Выделяют следующие этапы формирования агрегированных белковых 

молекул: 
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1) из-за свободнорадикального воздействия нарушается нативная 

конформация белкового домена; 

2) увеличивается количество гидрофобных остатков;  

3) формируются белковые конгломераты. 

Окислительную модификацию белков можно разделить на обратимую и 

необратимую. Обратимая ОМБ имеет значение для клеточной сигнализации и 

характерна для остатков цистеина, в результате образуются следующие конечные 

продукты: дисульфиды, глутатионтиолы, нитрозотиолы, сульфеновая и 

сульфоновая кислоты [93]. При необратимой ОМБ теряются биологические 

свойства белков. При данном типе окисления образуются карбонильные 

производные белков, нитротирозин, битирозин [192,241] (Рисунок 7). 

 

 

Рисунок 7 – Варианты окислительной модификации белков  

(цит. по: Bivik С., 2008) [91] 

 

При окислительном стрессе могут формироваться альдегидные группы, 

которые будут являться ранним маркером окислительного стресса, и кето- 
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группы, которые определяются, как поздний маркер окислительного стресса 

(Рисунок 8).  

 

 

Рисунок 8 – Формирование альдегидной и кето-группы при окислительном 

карбонилировании белков (цит. по: Фомина М.А., 2014) [78] 

 

К формированию альдегидной группы приводит окисление 

функциональных групп таких аминокислот, как лизин, пролин, гистидин, 
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аргинин, а к формированию кето-производных приводит окисление 

функциональной группы аспартата или глутамата [26,225].   

Окислительно модифицированные белки способствуют вторичному 

повреждению биомолекул [208]. Катаболизм данных белков происходит путем 

протеолитической утилизации [131], которая может происходить по двум путям: 

[90,169] с помощью протеаз, а также при разрушении белков с нарушенным 

фолдингом при участии убиквитин-зависимой протеасомной системы.  

Агрегированные формы могут накапливаться в организме и, тем самым, способны 

подавлять функции протеасом, в результате уменьшается протеолиз, что приводит 

к накоплению ОМБ [180,189,191].  

Последствия, которые могут быть связаны с ОМБ [31]: 

- инактивация транспортных ферментов (Na+K+АТФ-азы); 

- подавление шаперона (Hsp90); 

- нарушение работы протеин-дисульфидизомеразы. 

Во всех вышеперечисленных процессах участвуют альдегиды. Они 

необходимы для взаимодействия с цистеиновыми и гистидиновыми остатками 

киназ [56,90,109].  

Таким образом, ОМБ могут образовываться под действием разных 

факторов, которые, возможно, повреждают биополимерные составляющие 

сперматозоидов. Наиболее сильно этому воздействию подвергаются белковые 

молекулы, в результате чего формируются карбонильные производные или 

образуются внутримолекулярные сшивки, что в дальнейшем отрицательно влияет 

на функции белков.   Основываясь на литературных данных, можно считать, что 

повышение количества карбонилированых белков тесно связано с различными 

патологическими процессами, протекающими в организме, в том числе, и с 

нарушением сперматогенеза, что требует более глубокого изучения [11,139].   

 

 

 



31 
 

1.5. Лизосомальный цистеиновый протеолиз  

 

Лизосома – это мембраносвязанная органелла клетки, которая имеется 

практически во всех клетках эукариот. Исключением являются эритроциты, в 

которых эти органеллы отсутствуют. Лизосомы можно разделить на первичные 

(вновь образованные лизосомы, они не участвуют в гидролизе) и вторичные 

(поздние лизосомы) [70]. В их составе имеются ферменты класса гидролаз, а 

именно протеазы (КФ 3.4), липазы (КФ 3.1.1.3), фосфатазы (КФ 3.1.3.48), 

карбогидразы (КФ 3.2.1) [238]. В сперматозоидах функцию лизосом выполняют 

акросомы, являющиеся видоизменёнными лизосомами [67]. 

Пути поступления гидролаз в клетку [70,231]: 

- cvt-путь (cytoplasm-to-vacuole targeting) этот путь характерен для катепсина H 

[219]; 

- аутофагия; 

- эндоцитоз. 

Основные протеолитические ферменты лизосом [70]: 

- коллагеназы;  

- желатиназы; 

- аминопептидаза; 

- протеиназа 3; 

- эластаза; 

- катепсины. 

В настоящее время доказано, что лизосомальный протеолиз играет важную 

роль в деградации белков. На сегодняшний день известно около 50 

лизосомальных гидролаз, но наибольшее значение уделяется аспартильным, 

сериновым, цистеиновым протеазам.  

Катепсины по химической природе относятся к гликопротеинам, 

синтезируются в неактивном виде, активируются путем частичного протеолиза и 

принимают участие во внутриклеточном обмене белков, разрушая внутренние 

пептидные связи. На сегодняшний день известно об 11 лизосомальных 
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цистеиновых катепсинах.  К ним относятся катепсины В, С, L, F, Н, К, O, S, V, X, 

W. Большинство из них распространены в разных тканях и локализованы в 

лизосомах, где имеются оптимальные условия для действия этих ферментов 

(кислая среда).  

Различают следующие группы катепсинов [22]: 

В-подобные (В, Х); 

L-подобные (L, V, K, S, H); 

F-подобные (F, W). 

Их основное отличие заключается в длине консервативной 

последовательности и длине пропептида [22,108]. Так у В-подобных катепсинов 

консервативная последовательность GNFD [3], у L-подобных существует два 

высококонсервативных мотива ЕRF/MIN и GNFD. F-подобные катепсины: F- 

катепсин имеет консервативную последовательность СТSF, а катепсин W имеет 

CTSW мотив (Таблица 2).  

 

Таблица 2 – Распространение и характеристика катепсинов 

Катепсин Место локализации Роль в физиологических 

и патологических  

процессах 

B –подобные 

B В большинстве тканей Участвует в патогенезе 

ревматоидного артрита, в 

апоптозе. Увеличенная 

экспрессия атипичными 

клетками [95,98,108].  

Х В большинстве тканей Увеличенная экспрессия 

при воспалении 

слизистой оболочки 

желудка [98]. 
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Продолжение Таблицы 2  

L – подобные 

L В большинстве тканей Участвует в метаболизме 

эпидермиса, избыточной 

экспрессии в опухолевых 

тканях, в деградационных 

изменениях 

соединительной ткани. 

[108]. 

V Эпителиальные клетки 

вилочковой железы, 

роговицы, яичка 

Участие в деградации 

белков [22]. 

K Эпителиальные клетки 

бронхов, остеокласты 

Участвует в 

ремоделировании 

костной ткани [98,228]. 

Обладает способностью к 

продукции 

эндостатинподобных 

фрагментов [35].  

S Дендритные клетки, 

макрофаги, B-клетки 

Увеличенная экспрессия 

в лимфатической ткани 

[22], паренхиме легкого и 

сыворотке крови при раке 

легкого [97]; экспрессия в 

клетках астроцитомы при 

отсутствии в нормальных 

астроцитах [233]. 
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Продолжение Таблицы 2 

Н В большинстве тканей Регуляция во 

внутриклеточном 

метаболизме белков, 

клеточной 

дифференцировке, 

обмене биологически 

активных веществ [171]. 

Вовлечен в раковую 

прогрессию [22]. 

F –подобные 

F Макрофаги Принимает участие в 

процессинге 

инвариантной цепи, 

презентации антигена 

класса II [22], 

повышенная экспрессия в 

отделяемом 

цервикального канала 

при опухолях [179]. 

W Лимфоциты Экспрессируется у 

больных с хроническим 

воспалением слизистой 

желудка [235]. 

 

Наиболее значимые из них и присутствующие во всех клетках организма 

являются лизосомальные цистеиновые катепсины (В, L, Н).  

Все цистеиновые катепсины схожи по строению. В их структуре имеются 

два домена, в центральной части активного центра располагаются 2 

аминокислотных остатка. Эти остатки представлены цистеином и гистидином, 
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относящимся к разным доменам, формирующим каталитический участок. L домен 

имеет каталитический участок Cys 25, а R домен – His 159 (His 163 для катепсина 

L). Между доменами L (left) и R (right) расположен активный центр.  L домен 

представлен тремя α спиралями, а R домен представлен β-цилиндрической 

структурой (Рисунок 9).  

 

 

Рисунок 9 – Строение цистеиновых катепсинов  

А – катепсин В; B – катепсин L (цит. по: Stoka V. Et al. ,2016) [218] 

      

В ходе многолетних исследований было установлено, что цистеиновые 

катепсины обладают субстратной специфичностью. Они расщепляют пептидные 

связи, которые образованы остатками основных и гидрофобных аминокислот. 

Большая часть катепсинов проявляет эндопептидазную активность, но для 

некоторых катепсинов характерна и экзопептидазная активность (В, С, Н, Х). 

Катепсин Н проявляет аминопептидазую активность [22,96], а катепсин В – 

карбоксипептидазную активность [108].   

Лизосомальные катепсины синтезируются в форме препроферментов. N-

концевой сигнальный пептид отщепляется в процессе переноса в 

эндоплазматический ретикулум с одновременным гликозилированием N-конца. 

Удаление сигнального пептида необходимо для правильного фолдинга фермента 

с последующим направлением его в лизосому. Этот процесс осуществляется с 

использованием специфического пути (маннозо-6-фосфат-рецепторный путь), 

который может ингибировать протеолитического активность. [137, 205, 237]. Для 
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перехода профермента в активную форму должно произойти отщепление N-

концевого пропептида (Рисунок 10).  

 

Рисунок 10 – Cозревание катепсинов (цит. по: Rosendaal F.R., 2005) [204] 

      

При изучении структуры прокатепсинов была выявлена пропептидная 

последовательность, которая располагается на поверхности молекулы [106, 222].   

При прохождении сквозь «щель» активного центра пропептидная 

последовательность закрывает его и делает недоступным для связывания с 

субстратами. Для удержания пропептида на поверхности фермента имеются 

слабые гидрофобные и водородные связи. При формировании активной формы 

цистеиновых катепсинов, протеолитическое отщепление N-концевого пропептида 

катализируется другими цистеиновыми катепсинами, катепсином D или 

аутокаталитическим путем [108].  
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Первоначально считалось, что аутокаталитический процессинг цистеиновых 

катепсинов является бимолекулярным. На сегодняшний день есть доказательства, 

что данный механизм – это результат комбинированного действия моно- и 

бимолекулярных процессов.  

Аутокаталитический процессинг возможен только для катепсинов с 

эндопептидазной активностью (B, H, L, S, К). Процессинг экзопептидаз 

осуществляется эндопептидазами (катепсинами L и S) [144]. 

По окончанию протеолитического процессинга регуляция цистеиновыми 

катепсинами может осуществляться эндогенными белковыми ингибиторами. Они 

не допускают связывание субстрата с активным центром фермента, т.е. 

выполняют роль конкурентных ингибиторов [108]. 

Значение рН среды также играет существенную роль в регуляции 

активности катепсинов. Для разных катепсинов характерен свой оптимум рН. Для 

катепсинов B, L, H, K, V, E это кислая среда, так как в нейтральной они очень 

неустойчивы [145-147]. Примером стабильной работы в нейтральной среде может 

служить катепсин S [161]. При снижении рН среды наступает необратимая 

денатурация катепсинов В, L, S [41]. Из-за этого нарушено связывание субстрата, 

пропептида, ингибиторов с ними [41,119,145].  

 

1.5.1. Катепсин В 

 

Катепсин В (C01.060) состоит из 2 доменов, которые стабилизированы 

шестью дисульфидными мостиками. Боковые цепи заряженных аминокислотных 

остатков Е 171, Е 36 направлены в полярную область между доменами, а также 

данная область определяет общую активность катепсина В [143].  Этот 

лизосомальный цистеиновый катепсин участвует в реакциях в качестве 

эндопептидазы, пептидилдипептидазы и карбоксипептидазы. У катепсина В 

имеется участок, который называется «окклюзионной петлей».  Эта область 

осуществляет контроль доступа крупных субстратов к активному сайту и 

обеспечивает термическую стабильность катепсина В. Благодаря этому участку 
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катепсин В устойчив к действию эндогенных ингибиторов, таких, как цистатин С 

[143].  

Закрытие активного центра фермента «окклюзионной петлей» происходит 

при низких значения рН. Наблюдается снижение эндопептидазной активности из-

за невозможного присоединения полипептида, но другие виды активности при 

этом сохраняются. Если значения рН поднимется, то петля открывает активный 

центр фермента и эндопептидазная активность возвращается.    

Катепсин В участвует во многих клеточных процессах, таких как 

обновление белков, поддержание метаболизма клетки в норме. Активность 

катепсина В ингибируется цистатинами, стефинами, кининогенами. Для 

связывания ингибитора необходимо смещение «окклюзионной петли», чтобы 

произошло связывание с активным центром фермента. Из-за этого природные 

ингибиторы менее эффективны в отношении данного катепсина по сравнению с 

другими протеиназами семейства папаина. Катепсин В восприимчив к 

селективным необратимым ингибиторам CA-030, CA-074 [153]. Ингибиторы CA-

074 и CA-074 Ме (производное метилового спирта CA-074) созданы на основе 

структуры Е 64 для улучшения перемещения в клетки. Ингибитор CA-074 Ме, 

также может ингибировать и катепсин L [81] (Рисунок 11).  

 

Рисунок 11 – Cтроение катепсина В (цит. по: Costa M. G. et al., 2010) [143] 
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1.5.2. Катепсин L 

 

Катепсин L (C01.032) относится к лизосомальным цистеиновым протеазам и 

обладает эндопептидазной активностью, синтезируется в виде препроэнзима [22] 

и после посттрансляционных изменений попадает в лизосомы. В активном центре 

эндопептидаз имеется «реакционная щель», которая не ограничивается 

дополнительными структурами и не мешает присоединению длинных 

субстратных цепей. В кислой среде он активируется с помощью частичного 

протеолиза и транспортируется во внеклеточный матрикс. Аминокислотный 

состав этого катепсина схож на 80% c аминокислотным составом катепсина V, 

который встречается в вилочковой железе, яичках [163]. По литературным 

данным активность катепсина L повышается при раке предстательной железы 

[163] (Рисунок 12).  

         

 

Рисунок 12 – Строение катепсина L (цит. по: Turk V. et al., 2012) [108] 

 

На рисунке 12 α-спираль показана синим цветом, а β-спираль обозначена 

красным цветом. 
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1.5.3. Катепсин Н 

 

Катепсин H (C01.040) синтезируется на рибосомах в качестве препроэнзима 

[193]. После прохождения через ЭПР теряет пропептид и фермент становится 

активен. Для отщепления пропептида необходимы такие ферменты, как пепсин и 

катепсины других классов [22]. Отличительной особенностью данного катепсина 

является то, что он проявляет эндопептидазную и аминопептидазную активность. 

Оптимальное значение рН для работы этого катепсина 6,5-6,8. Аминопептидазная 

активность связана с наличием в его структуре остаточного октапептида 

ЕРQNСSAT, который называется «мини-цепь». При смещении рН среды в кислую 

сторону нарушается связь между пропептидом и активной частью молекулы 

[163]. По литературным данным катепсин H может активироваться 

аутокаталитическим путем в кислой среде, но для этого необходимы гликозамины 

[35] (Рисунок 13). 

 

Рисунок 13 – Диаграмма Ричардсона – структура катепсина Н  

(цит. по: Jevnikar, Z.et al., 2008) [153]  

 

На рисунке изображен катепсин H: α- спираль показана красным цветом, β- 

спираль обозначена зеленым цветом. Каталитические аминокислотные остатки 
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Суs 141 обозначены желтым цветом, His 281 обозначен фиолетовым цветом, Asn 

301 обозначен розовым цветом. «Мини-цепь» показана серым цветом. 

Активный центр катепсина Н перекрывает «мини-цепь» и соответствует 

сайтам S2 и S3 в типичных эндопептидазах. При удалении «мини-цепи» катепсин 

Н теряет аминопептидазную активность, но эндопептидазная активность будет 

усиливаться.  

В научной литературе [63,68,141,219] имеются данные об участии 

катепсинов в апоптозе. Клетки разрушаются вышедшими в цитозоль 

катепсинами, вследствие разрушения лизосомальной мембраны [68]. Участие 

катепсинов в апоптозе может протекать путем активации эффекторной каспазы 3 

[94] или выступать в роли эффекторного фермента.  

В первую очередь происходит разрушение белков цитозоля, например, это 

сигнальные белки Bcl-2 [68]. Также лизосомальные цистеиновые протеазы могут 

вызывать пермеабилизацию мембран митохондрий путем активации белков Bid, 

Bak, Bax [89,91,231]. Катепсин В может вызвать конденсацию хроматина ядра 

[219]. В пермеабилизации мембран могут участвовать и другие факторы, а именно 

активные формы кислорода [68], сигналы от рецепторов апоптоза [212], 

сфингозин [162], фосфолипаза А2 [68]. Активные формы кислорода запускают 

перекисное окисление липидов, которое пагубно влияет на лизосому, т.е. 

способствует её повреждению [53].  

 

1.6. Влияние хронического простатита IIIB/синдрома хронической тазовой 

боли на мужскую фертильность 

 

Хронический простатит является одним из самых распространенных 

заболеваний, встречающихся среди мужчин в возрасте от 20 до 40 лет, и 

составляет 8-35% от общей популяций [5,24,134]. Данная патология относится к 

заболеваниям, часто сопровождающимся нарушением репродуктивной функции и 

патозооспермии, проявляющейся в виде снижения концентрации и подвижности 

сперматозоидов, и появлением их патологических форм.  
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В Международной классификации болезней 10–го пересмотра хронический 

простатит имеет код N41.1. 

В 1995 году Национальным исследовательским институтом здоровья США 

была предложена следующая классификация хронического простатита [21,24, 

154]. 

I – острый бактериальный простатит 

II – хронический бактериальный простатит 

III A – воспалительный синдром хронической тазовой боли (наличие 

лейкоцитов более 10 в поле зрения в семенной жидкости/ третьей порции мочи/ 

секрете предстательной железы) 

III B – невоспалительный синдром хронической тазовой боли (отсутствие 

лейкоцитов в семенной жидкости / третьей порции мочи/ секрете предстательной 

железы) 

IV – асимптоматический простатит (подтверждается гистологически) 

Основной процент – более 90 % случаев составляют пациенты с 

категориями III A и III B, как в России, так и за рубежом [24,186]. 

Причины возникновения ХП/СХТБ в настоящее время до конца не изучены 

[187]. 

К этиологическим факторам относятся: 

1. Инфекция - наличие патологических микроорганизмов, не выделяющихся 

стандартными методами; 

2. Детрузорно-сфинктерная дисфункция – уретропростатический рефлюкс 

мочи, дисфункциональное мочеиспускание; 

3. Иммунологический дисбаланс – повышение уровня цитокинов; 

4. Интерстициальный цистит; 

5. Неврологические нарушения [20,24,72,187]. 

Отсутствие единого этиологического фактора, позволяет отнести ХП/СХТБ 

к мультифакторным заболеваниям [24].  

Определяющую роль в ХП/СХТБ могут играть врожденные особенности 

кровоснабжения предстательной железы. Известно, что регуляция сосудистого 
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тонуса осуществляется при участии активных форм кислорода, которые в 

физиологических концентрациях регулируют сперматогенез, подвижность 

сперматозоидов, но при их избыточном накоплении происходит повреждение 

мембраны клеток и генетического материала.  

Данная проблема мало изучена и требует поиска биохимических маркеров.  

 

1.7. Роль варикоцеле в патогенезе развития мужского бесплодия 

 

Варикоцеле отводится особое место в мужском бесплодии, так как, 

несмотря на широкую распространенность данной патологии, влияние варикоцеле 

на репродуктивное здоровье мужчин до сих пор вызывает много споров [100,129]. 

Под этим термином понимают патологическое расширение внутренней 

сперматической вены, формирующей лозовидное сплетение кровеносных сосудов 

мошонки [4,138,183,226,236].  

В Международной классификации болезней 10–го пересмотра варикоцеле 

имеет код I86.1. 

Среди мужчин, страдающих бесплодием, варикоцеле встречается в 21-39%, 

а частота распространения данной патологии в мужской популяции составляет 8-

22% [2].  

У мужчин с олигоастенозооспермией варикоцеле встречается чаще, чем 

среди мужчин с нормальными показателями эякулята. Механизмы нарушения 

сперматогенеза при варикоцеле до настоящего времени изучены недостаточно. Не 

одна из предложенных версий не объясняет патогенез данного заболевания в 

полном объеме.  

Существуют следующие механизмы развития варикоцеле: 

1.  нарушение кровоснабжения ипсилатерального яичка из-за повышения 

венозного давления, что приводит к атрофии органа; 

2. повышение температуры мошонки; 

3. окислительный стресс; 

4. гормональный дисбаланс; 
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5. аутоиммунные механизмы; 

6. несостоятельность клапанов сперматической вены [34]. 

В большинстве случаев варикоцеле возникает с левой стороны, что 

вероятно связано с анатомическими особенностями: 

- различие в кровотоке с левой и с правой стороны; 

- длине левой и правой семенных вен; 

- отсутствие венозных клапанов слева. 

Ввиду разнообразия клиники данного заболевания может быть 

задействовано сразу несколько патогенетических механизмов [126].  

Связь варикоцеле с бесплодием основывается на 3-х факторах:  

1. Чаще всего бесплодие возникает у мужчин с варикоцеле; 

2. При варикоцеле уменьшается объем яичек и снижается качество спермы, 

развивается олиготератоастенозооспермия; 

3. Улучшение параметров эякулята после оперативного лечения.  

У мужчин с варикоцеле и бесплодием выявляется более высокий уровень 

активных форм кислорода в спермоплазме, чем у мужчин с нормальным 

репродуктивным здоровьем [132].  

Несмотря на большое количество научных исследований, единого мнения о 

влияние варикоцеле на фертильность мужчин не сформировано и требует 

дополнительных исследований.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

В соответствии со сформулированной целью и задачами был разработан 

следующий дизайн исследования.  

Дизайн исследования 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 14 – Дизайн исследования 
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 Базой исследования стала кафедра биологической химии Рязанского 

государственного медицинского университета.  

Исследование одобрено на заседании ЛЭК ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава 

России от 11 мая 2021 года. Выписка из протокола № 11. 

Объектом исследования явились пациенты с диагнозом «ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией» и пациенты с диагнозом «варикоцеле II-III 

степени с сопутствующей астенозооспермией. В контрольную группу вошли 

здоровые мужчины с нормозооспермией, сопоставимые по возрасту с 

исследуемой группой, проходившие исследование спермограммы перед 

экстракорпоральным оплодотворением.  

Материалом для исследования явилась спермоплазма, полученная от 33 

пациентов с диагнозом «ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией» и 33 

пациентов с диагнозом «варикоцеле II-III степени с сопутствующей 

астенозооспермией», которые проходили обследование в КДЛ ГБУ РО 

«Городская клиническая больница № 8» г. Рязани в 2021 году.  

Включение пациентов в исследование осуществлялось после их 

добровольного информированного согласия. Из исследования были исключены 

пациенты с заболеваниями, передаваемыми половым путем (гонорея, 

трихомониаз, хламидиоз, микоплазмоз, сифилис, гепатиты В, С, наличием 

диагностического уровня антител к ВИЧ), а также с сопутствующими 

заболеваниями, для которых доказано участие лизосомальных цистеиновых 

протеиназ (сахарный диабет, атеросклероз, артриты), а также веганы и 

вегетарианцы.  

Всем пациентам, включённым в исследование, определялся уровень 

тестостерона и пролактина. При исследовании результаты у всех обследуемых 

были в пределах референтных значений (тестостерон – 12,1-38,3 нмоль/л, 

пролактин – ≤500 МЕ/л). 

Все пациенты получали сбалансированное питание, которое обеспечивало 

нормальное функционирование организма.  
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Пациентам с варикоцеле II-III степени с сопутствующей астенозооспермией 

медикаментозное лечение не проводилось. При ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией назначались нестероидные противовоспалительные препараты 

для купирования болевого синдрома. За 14 дней до исследования эякулята все 

лекарственные препараты отменялись.  

 

2.1. Характеристика пациентов, включенных в исследование 

 

Разделение пациентов на группы осуществлялось с использованием данных 

(Таблица 3). 

Таблица 3 – Характеристика групп пациентов (M±s) 

Группа 

пациентов 

Диагноз Количество 

пациентов  

Средний 

возраст 

пациентов, 

лет 

Средний 

рост, см 

Средний 

вес, кг 

% 

курящих 

от общего 

кол-ва 

пациентов 

в группе  

Группа 1 Доноры  33 27±5,4 175,8±4,2 77,6±3,4 30% 

Группа 2 ХП/СХТБ 33 30±3,1 179,3±8,5 83,2±6,1 38%  

Группа 3 Варикоцеле  33 25±6,8 178,1±5,5 81,0±4,5 35% 

      

В контрольную группу (№ 1) вошли 33 пациента с нормозооспермией без 

нарушения репродуктивной функции, сопоставимых по возрасту с группой № 2 и 

№ 3.   

В группу № 2 вошли 33 пациента с ХП/СХТБ с астенозооспермией. 

У них присутствовали клинико-лабораторные признаки ХП/СХТБ: 

- отсутствие заболеваний, передающихся половым путем; 

- наличие лейкоцитов в простатическом соке; 

- отсутствие патогенных микроорганизмов при обследовании стандартными 

культуральными методами;  

- изменение ткани простаты при ультразвуковом исследовании;   

- наличие болевого и дизурического симптомов; 
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- нарушение эректильной функции;  

- наличие у пациентов в анамнезе с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени 

снижения фертильности, бесплодие; 

- отсутствие у обследуемых олигозооспермии, т.е. концентрация 

сперматозоидов в 1 мл эякулята была не менее 20×106 мл, а общее количество 

сперматозоидов 40×106, что соответствует референтным значениям эякулята ВОЗ 

(5-е издание, 2012 год); 

- сопутствующая астенозооспермия по результатам лабораторного 

обследования эякулята, проведенного в соответствии с рекомендациями ВОЗ (5-е 

издание, 2012 год); 

- отсутствие у обследуемых хронических заболеваний, которые могут 

способствовать снижению фертильности. 

В группу № 3 вошли 33 пациента с варикоцеле II и III степени и 

астенозооспермией.  

Оценку проявлений варикоцеле проводили по степени пальпации 

предложенной M.D. Bomalasky et al. 1993: 

I степень – увеличение лозовидного сплетения не визуализируется и 

пальпируется только при пробе Вальсальвы. 

II степень – увеличение лозовидного сплетения пальпируется отчетливо. 

III степень – увеличение лозовидного сплетения определяется визуально. 

- ультразвуковое исследование органов мошонки с доплером; 

- отсутствие у обследуемых олигозооспермии, т.е. концентрация 

сперматозоидов в 1 мл эякулята была не менее 20×106 мл, а общее количество 

сперматозоидов 40×106, что соответствует референтным значениям эякулята ВОЗ 

(5-е издание, 2012 год); 

- сопутствующая астенозооспермия по результатам лабораторного 

обследования эякулята, проведенного в соответствии с рекомендациями ВОЗ (5-е 

издание, 2012 год); 

- отсутствие у обследуемых хронических заболеваний, которые могут 

способствовать снижению фертильности; 
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-  снижение фертильности, бесплодие. 

Постановка диагноза всем пациентам проводилась в медицинском центре 

«Гармония» города Рязани, а исследование спермограммы в клинико-

диагностической лаборатории ГБУ РО «ГКБ№ 8». Пациентам группы № 2 и № 3 

был поставлен диагноз в соответствии с диагностическими рекомендациями 

Международной классификации болезней 10-го пересмотра (МКБ-10), 

утвержденной ВОЗ.  

      

2.2. Получение материала для исследования 

 

2.2.1. Сбор эякулята 

 

Материалом для исследования явился эякулят. После подписания 

добровольного информированного согласия пациентами и предварительной 

подготовки перед исследованием спермограммы, полового воздержания и 

исключения употребления алкоголя в любых количествах, в течение 2-7 дней, 

эякулят собирался однократно, методом мастурбации в клинико-диагностической 

лаборатории ГБУ РО «ГКБ № 8» в одноразовый пластиковый контейнер с 

крышкой, предназначенный для сбора эякулята. Материал, из которого 

изготавливался контейнер, не содержал токсических веществ, влияющих на 

подвижность сперматозоидов (регистрационное удостоверение № РЗН 

2016/4686).  

 

2.2.2. Подсчет подвижности сперматозоидов в эякуляте  

 

Исследование спермограммы проводилось в соответствии с руководством 

ВОЗ по исследованию и обработке эякулята человека, 5-е издание, 2012 год. 

Первый этап исследования включал оценку макроскопических параметров 

спермы: объем, разжижение, вязкость, цвет, запах, pН, гемоспермия, 
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лейкоспермия. Далее проводилось исследование подвижности сперматозоидов на 

спермоанализаторе АФС-500-2, Россия.  

Ход определения. Для подсчета подвижности сперматозоидов эякулят 

добавляется в специальную стеклянную камеру (глубина камеры 200 мкм) и под 

действием капиллярных сил заполняется рабочая область. Интенсивность света в 

рабочей области камеры модулирована периодической функцией. При движении 

клетки вдоль рабочей области камеры возникают периодические колебания 

оптической плотности. Частота этих колебаний зависит от скорости движения 

клетки и периода модуляции света. Колебания интенсивности света 

регистрируются фотоприемником, затем поступают в аналого-цифровой 

преобразователь и далее в компьютер. После спектрального анализа сигнала, по 

его мощности в заданном диапазоне частот определяется количество клеток, 

движущихся в заданном диапазоне скоростей. Анализ флуктуаций оптической 

плотности, вызванных движением клеток через оптический канал, позволяет 

также определить концентрацию клеток в образце.  

Глубина камеры выбрана достаточно большой, чтобы сперматозоиды 

двигались, не соприкасаясь со стенками камеры. Это позволяет регистрировать 

движение гиперактивных клеток. Кроме того, так как в основном клетки 

двигаются параллельно стенкам камеры, нет необходимости корректировать 

результаты анализа их подвижности с учетом третьего измерения. Результаты 

выражались в процентах. 

 

2.2.3. Подготовка спермоплазмы 

 

Для получения спермоплазмы образец спермы, оставшийся после 

проведения семиологического анализа, центрифугировали в течение 10 мин при 

скорости 1000 об/мин. Активность катепсинов изучали в незамороженной 

спермоплазме. Осадок отделяли и хранили спермоплазму при температуре – 20ºС 

до проведения анализа [71].  
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2.3. Определение витамина В12  

 

Определение цианкобаламина (витамин В12) проводили методом 

конкурентного ИФА с помощью набора фирмы Cloud-Clone Corp (Китай). 

Данный набор предназначен для количественного определения витамина В12 в 

любых биологических жидкостях, в том числе, в спермоплазме.  

Принцип метода. Определение витамина В12 основано на конкурентном 

методе ИФА. Микропланшет, входящий в состав набора, сорбирован 

моноклональными антителами, специфичными к цианкобаламину. Конкурентная 

реакция происходит между цианкобаламином, меченным биотином, немеченным 

цианкобаламином (в образцах или контроле) и сорбированными антителами, 

специфичными к цианкобаламину. Не связавшийся конъюгат после инкубации 

удаляют отмывкой. Затем в каждую лунку планшета добавляют авидин, 

конъюгированный с пероксидазой хрена (HRP), и инкубируют. Количество 

связанного конъюгата пероксидазы хрена обратно пропорционально 

концентрации витамина В12 в образце. После добавления ТМБ интенсивность 

окрашивания обратно пропорциональна концентрации витамина В12 в образце.  

Ход определения. В каждую лунку планшета добавляли по 50 мкл стандарта 

или образца и по 50 мкл рабочего раствора детектирующего реагента А. После 

этого планшет встряхивали в шейкере, заклеивали плёнкой для планшета и 

инкубировали 1 час при 37°С. После инкубации удаляли жидкость и промывали 

лунки 3 раза. Затем добавляли 100 мкл рабочего раствора детектирующего 

реагента В.  Инкубировали 30 минут при 37°С. После этого удаляли жидкость и 

промывали лунки 5 раз. Далее добавляли 90 мкл ТМБ. Инкубировали 10-20 минут 

при 37°С. Затем добавляли 50 мкл стоп-реагента, цвет жидкости в лунках 

изменялся на жёлтый. Измерения производились на иммуноферментном 

анализаторе Stat Fax 2100 (microplate reader) (Awareness technology Inc. Palm City, 

FL 34990, USA). Сразу считывали результат при длине волны 450 нм. Результаты 

выражали в пг/мл.  
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2.4. Определение гомоцистеина 

 

Определение гомоцистеина проводили методом конкурентного ИФА с 

использованием набора фирмы Cloud-Clone Corp (Китай). Данный набор 

предназначен для количественного определения гомоцистеина в любых 

биологических жидкостях, в том числе, в спермоплазме.  

Принцип метода. Определение гомоцистеина основано на конкурентном 

методе ИФА. Микропланшет, входящий в состав набора, сорбирован 

моноклональными антителами, специфичными к гомоцистеину. Конкурентная 

реакция происходит между гомоцистеином, меченным биотином, немеченным 

гомоцистеином (в образцах или контроле) и сорбированными антителами, 

специфичными к гомоцистеину. После инкубации не связавшийся конъюгат 

удаляют отмывкой. Затем авидин, конъюгированный с пероксидазой хрена (HRP), 

добавляют в каждую лунку планшета и инкубируют. Количество связанного 

конъюгата пероксидазы хрена обратно пропорционально концентрации 

гомоцистеина в образце. После добавления ТМБ интенсивность окрашивания 

обратно пропорциональна концентрации гомоцистеина в образце.   

Ход определения. Добавляли в каждую лунку планшета по 50 мкл стандарта 

или образца и по 50 мкл рабочего раствора детектирующего реагента А. После 

этого встряхивали в шейкере, заклеивали плёнкой для планшета и инкубировали 1 

час при 37°С. Затем удаляли жидкость, промывали лунки 3 раза и добавляли 100 

мкл рабочего раствора детектирующего реагента В.  Инкубировали 30 минут при 

37°С. После этого удаляли жидкость и промывали лунки 5 раз. Далее добавляли 

90 мкл ТМБ. Инкубировали 10-20 минут при 37°С и добавляли 50 мкл стоп-

реагента. Жидкость в лунках становилась жёлтого цвета. Измерения 

производились на иммуноферментном анализаторе Stat Fax 2100 (microplate 

reader) (Awareness technology Inc. Palm City, FL 34990, USA). Результат считывали 

сразу при длине волны 450 нм и выражали их в нг/мл.  
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2.5. Оценка показателей оксидативного/нитрозативного стресса  

 

2.5.1. Оценка уровня спонтанной окислительной модификации белка 

 

Оценка интенсивности окислительной модификации белков в спермоплазме 

проводилась по методу R.L. Levine [111] в модификации Е.Е. Дубининой [57]. 

Принцип метода: в основе метода лежит реакция взаимодействия 

карбонильных групп и иминогрупп окисленных аминокислотных остатков с 2,4-

динитрофенилгидразином (2,4-ДНФГ) с образованием 2,4-

динитрофенилгидразонов, обладающих специфическим спектром поглощения в 

ультрафиолетовой и видимой областях спектра.  

Ход определения. В контрольные пробы для осаждения белка к 0,1 мл 

спермоплазмы добавляли 1 мл 20 % раствора ТХУ и 1 мл 2М раствора НСl, в 

опытные пробы –   1 мл 0,01 М раствора ДНФГ в 2М растворе НСl. Пробирки 

ставили на 60 минут в тѐмное место. Затем пробы центрифугировали в течение 15 

минут при 3000 об/мин и проводили 3-х кратную отмывку полученных осадков от 

остатков ДНФГ смесью 96% раствора этилового спирта и этилацетата (1:1). 

Осадки высушивали, растворяли в 8М растворе мочевины.  

 

2.5.2. Оценка уровня металл-катализируемой  

окислительной модификации белка 

 

Оценка интенсивности металл-катализируемой (индуцированной) 

окислительной модификации белков в спермоплазме проводилась по методу R.L. 

Levine [111] в модификации Е.Е. Дубининой [57] после инициации 

окислительных процессов по реакции Фентона:  

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ OH˚ +OH- 

Оценка индуцированной ОМБ заключалась в следующем: 

1) добавлением в реакционную смесь ионов металла (Fe2+) [54] с целью 

дополнительного образования карбонильных производных белков;  
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2) оценка уровня карбонильных производных, образовавшихся под 

действием активных форм кислорода на 4 длинах волн.  

Затем пробы центрифугировали в течение 15 минут при 3000 об/мин и 

проводили 3-х кратную отмывку полученных осадков от остатков ДНФГ смесью 

96% раствора этилового спирта и этилацетата (1:1). Осадки высушивали, 

растворяли в 8М растворе мочевины. Оптическую плотность образовавшихся 

динитрофенилгидразонов измеряли на спектрофотометре «СФ-26» для АДНФГ на 

длине волны 356, 370 нм, а для КДНФГ на длине волны 430, 530 нм. Расчет 

содержания 2,4 ДНФГ в спермоплазме выражали в единицах оптической 

плотности на мл спермоплазмы.  

 

2.5.3. Оценка резервно-адаптационного потенциала 

 

Резервно-адаптационный потенциал (РАП) – это доля спонтанной ОМБ в 

металл-катализируемой; при этом уровень индуцированной принимается за 100% 

(является расчетным показателем). Чем выше разница между спонтанной и 

индуцированной по реакции Фентона ОМБ, тем выше адаптация к 

окислительному стрессу.  

 

2.5.4. Определение концентрации конечных метаболитов оксида азота 

 

Определение концентрации стабильных метаболитов NO (нитритов и 

нитратов) проводили фотометрическим методом в модификации В.А. Метельской 

[46]. 

Принцип метода: метод определения суммы (NO2–+NO3– = NOx) 

стабильных метаболитов оксида азота в спермоплазме основан на восстановлении 

NO3– до NO2– хлоридом ванадия (III) с последующим определением нитрита с 

помощью реактива Грисса. 

Ход определения. В каждую лунку планшета вносили по 0,2 мл исследуемой 

спермоплазмы и 0,4 мл этилового спирта для депротеинизации, 
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центрифугировали 20 минут при 3000 об/мин. Затем в каждую лунку планшета 

добавляли по 80 мкл супернатанта, 80 мкл хлорида ванадия и 80 мкл реактива 

Грисса. Измерения производились на иммуноферментном анализаторе Stat Fax 

3200 (microplate reader) (Awareness technology Inc. Palm City, FL 34990, USA). 

Результаты выражали в мкмоль/л. 

 

2.6. Определение активности катепсинов В, L и H в спермоплазме  

 

Определение активности катепсинов B, L и Н проводили 

спектрофлуориметрическим методом по Barrett и Kirschke [88] с измерением 

флюоресцирующего продукта реакции–7-амидо-4-метилкумарина, 

образующегося при расщеплении специфических флюорогенных субстратов: Nа-

карбобензокси-аргинин-аргинин-7-амидо-4-метилкумарин (Na-СBZ-Arg-Arg- 7-

амидо-4-метилкумарин», «Sigma», USA) для катепсина В, Nа-карбобензокси-L-

фенилаланил-аргинин-7-амидо-4-метилкумарина (N-СBZ-Phe-Arg-7-амидо-4-

метилкумарин, Sigma», USA) для катепсина L, аргинин–7–амидо–4– 

метилкумарина (Arg–7–амидо–4–метилкумарин, «Sigma», USA) для катепсина Н. 

Принцип метода - количественное определение 7 – амидо – 4 –

метилкумарина, образующегося в результате энзиматического гидролиза 

пептидной связи в соответствующем субстрате. 

Ход определения. К 0,1 мл спермопалазмы добавляли 0,4 мл субстратно – 

буферного раствора, содержащего 20 мкл соответствующего субстрата, 8 мкл 

дитиотриетола и 2 мкл ЭДТА в буферном растворе с соответствующим значением 

рН, проинкубированного в течение 2-х минут при 370С. Полученную 

реакционную смесь инкубировали в течение 60 минут при температуре 370С, 

после чего реакцию останавливали добавлением 2,0 мл раствора холодного 0,1М 

ацетатного буфера с рН 4,0. Контрольная проба содержала те же компоненты, за 

исключением исследуемого материала с изучаемым ферментом, который 

вносился в конце инкубации непосредственно после добавления ацетатного 

буфера рН 4,0. 
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Активность катепсинов определяли на спектрофлюориметре Shimadzu RF-

6000 производства "Shimadzu Corporation"(Япония), при λ=360 нм (возбуждение) 

и λ=440 нм (эмиссия) и выражали в нмоль 7-амидо-4-метилкумарина/ч×л для 

спермоплазмы. 

 

2.7. Определение содержания белка в спермоплазме биуретовым методом 

 

Измерение концентрации белка в спермоплазме осуществлялось 

биуретовым методом с использованием коммерческих наборов производства 

фирмы «Mindray» (Китай). Данный набор предназначен для количественного 

определения общего белка биуретовым методом в биологических жидкостях.  

Для решения вопросов преемственности использования в исследовании 

тест-системы, предназначенной для определения концентрации общего белка в 

сыворотке или плазме крови, руководствовались «ГОСТ Р ИСО 15189-2015 

Лаборатории медицинские. Частные требования и компетентности». 

Принцип метода - в щелочном растворе (рH˃12) при взаимодействии 

двухвалентной меди с пептидными связями белка, образуется биуретовый 

комплекс сине-фиолетового цвета. Интенсивность цвета прямо пропорциональна 

содержанию белка.    

Ход определения. К 1000 мкл биуретового реактива добавляли 20 мкл 

спермоплазмы, тщательно перемешивали при температуре 37°С. Через 10 минут 

измеряли оптическую плотность. Исследование проводили на биохимическом 

анализаторе BS 120 фирмы (Mindray, Китай). Полученные результаты выражали в 

г/л.  

 

2.8. Методы статистической обработки полученных результатов 

 

Полученные данные обрабатывались с применением компьютерных 

программ Microsoft Office Excel 2016 и Statistica 26.0 (StatSoft Inc., США), 

работающих в операционной среде «Windоws». Нормальность распределения 
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выборки оценивалась по критерию Колмогорова-Смирнова. Для всех значений 

выборка оказалось непараметрической. Сравнение множества групп проводилось 

с помощью непараметрического H-критерия Крускали – Уоллеса. Затем 

проводили апостериорное множественное сравнение по непараметрическому U-

критерию Манна-Уитни с поправкой Бонферрони. Многофакторный 

корреляционный анализ и корреляционный анализ с определением коэффициента 

Спирмена (r). проводили в программе Statistica 26.0. Многофакторный 

регрессионный анализ проводили в программе Microsoft Office Excel 2016 при 

помощи пакета анализа MS EXCEL для построения множественной линейной 

регрессионной модели. Различия между показателями считались статистически 

значимыми при р <0,05.    
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Макроскопическое и микроскопическое исследование эякулята у 

пациентов с хроническим простатитом III B/синдромом хронической тазовой 

боли и варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией 

 

При макро- и микроскопическом исследовании эякулята определяли его 

объем, цвет, запах, время разжижения, рН, количество эритроцитов, лейкоцитов, 

эпителия, концентрацию сперматозоидов в 1 мл, общее количество 

сперматозоидов в эякуляте. Результаты представлены в таблице (Таблица 4). 

 

Таблица 4 – Макроскопическое и микроскопическое исследование эякулята 

у пациентов ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией и у пациентов с 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией (M±s) 

Показатель  Контрольная 

группа 

Пациенты с 

ХП/СХТБ 

Пациенты с 

варикоцеле II-

III степени 

Референтные 

значения 

Объем 3,5±0,5 3,0±0,8 2,8±0,6 2,0 – 5,0 

Разжижение до 60 минут до 60 минут до 60 минут до 60 минут 

Вязкость 0,3±0,2 1,0±0,7 1±0,2  До 2 см 

Цвет бело-

сероватый 

бело-

сероватый 

бело-

сероватый 

бело-

сероватый 

Запах  запах цветов 

каштана 

запах цветов 

каштана 

запах цветов 

каштана 

запах цветов 

каштана 

рН 7,5±0,2 7,4±0,1 7,8±0,2 7,2-8,0 

Эритроциты отсутствует  отсутствует  отсутствует  отсутствует 

Лейкоспермия ед. в п/з ед. в п/з 3-5 в п/з до 3-5 в п/з 

Эпителий  отсутствует ед. в п/з ед. в п/з ед. в п/з 

Количество 

сперматозоидов 

в 1 мл 

70 млн/мл  35 млн/мл  15 млн/мл  15 млн./мл и 

более 

Количество 

сперматозоидов 

в эякуляте  

90 млн  70 млн  35 млн  39 млн и 

более 
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У пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II-III степени, с сопутствующей 

астенозооспермией все указанные показатели в таблице соответствовали 

референтным значениям.  

 

3.2. Подсчет подвижности сперматозоидов в эякуляте у пациентов с 

хроническим простатитом III B/синдромом хронической тазовой боли и 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией 

 

По данным ВОЗ подвижность сперматозоидов является одним из основных 

и значимых критериев мужской фертильности, так как астенозооспермия 

препятствует зачатию.  

Согласно ВОЗ по подвижности сперматозоиды можно разделить на 4 

категории: 

А – быстрое поступательное движение по критериям ВОЗ (5-е издание,2012) 

не менее 25%; 

В – медленное, вялое поступательное движение; 

С – непоступательное движение (колебательное или маятникообразное) по 

критериям ВОЗ (5-е издание,2012) ≤ 5%; 

D – неподвижные сперматозоиды. 

При изучении подвижности сперматозоидов в эякуляте учитывали 

суммарное количество сперматозоидов категории А, В, С у каждого пациента. В 

норме подвижность сперматозоидов согласно ВОЗ более или равна 40%.  

У пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией (группа 2) 

подвижность сперматозоидов была снижена и составила 15±3%, что оказалось 

статистически значимым по сравнению с контрольной группой, а у пациентов с 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией (группа 3) 

подвижность сперматозоидов составила 8±2%, что оказалось тоже статистически 

значимым по сравнению с контрольной группой. В контрольной группе 

подвижность составила 62±3% (Рисунок 15).  
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Рисунок 15 – Подвижность сперматозоидов в эякуляте пациентов, % 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

3.3. Определение концентрации витамина В12 у пациентов с хроническим 

простатитом III B/синдромом хронической тазовой боли и с сопутствующей 

астенозооспермией 

 

При обработке полученных данных было выявлено статистически значимое 

снижение концентрации витамина В12 в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией (группа 2) по сравнению с контрольной 

группой. Концентрация витамина В12 составляет 217,7 пг/мл [91,4;412,0] (p=0,001) 

(Рисунок 16). 

 Нами был проведен корреляционный анализ между подвижностью 

сперматозоидов и концентрацией витамина В12 в спермоплазме у пациентов с 

ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией, при проведении анализа 

выявлена положительная корреляционная взаимосвязь средней степени 

выраженности r=0,69 (р=0,001) между подвижностью сперматозоидов и 

концентрацией витамина В12 у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией (Рисунок 17). 
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Рисунок 16 – Концентрация витамина В12 в спермоплазме пациентов, пг/мл 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

  

Рисунок 17 – Зависимость подвижности сперматозоидов в спермоплазме у 

пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией от концентрации 

витамина В12  
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3.4. Определение концентрации витамина В12 у пациентов с варикоцеле II и 

III степени с сопутствующей астенозооспермией 

 

У пациентов с варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией (группа 3) также отмечалось снижение концентрации 

витамина В12 в спермоплазме и составило 194,9 [86,4;380,0] пг/мл (р=0,002), что в 

5,4 раза ниже по сравнению с контрольной группой. 

При проведении корреляционного анализа у пациентов без нарушения 

репродуктивной функции была выявлена положительная корреляционная 

взаимосвязь высокой степени выраженности r=0,80 (p=0,01) между подвижностью 

сперматозоидов и концентрацией витамина В12 (Рисунок 18).  

 

Рисунок 18 – Зависимость подвижности сперматозоидов в спермоплазме у 

обследуемых контрольной группы от концентрации витамина В12 
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Рисунок 19 – Зависимость подвижности сперматозоидов в спермоплазме у 

пациентов с варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией от 

концентрации витамина В12 

 

Вероятно, снижение концентрации витамина В12 связано с его участием в 

фолат-зависимом реметелировании гомоцистеина. В научной литературе имеются 
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В12 для увеличения количества и подвижности сперматозоидов [214]. В 2013 году 

была предложена пероральная терапия препаратами витамина В12, которая 

приводит к улучшению жизнеспособности сперматозоидов, их подвижности и 

целостности ДНК, и как итог может повысить вероятность успешного 

оплодотворения [118]. 

Витамин В12 также участвует в синтезе ДНК, в делении клеток, таким 

образом, витамин В12 необходим для процессов, требующих высокой скорости 

обновления клеток, таких как клетки крови, слизистых оболочек, эпидермиса [80]. 

В том числе, можно предположить, что цианкобаламин активирует деление 

клеток, выстилающих семенные канатики, в результате этого происходит 
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При сравнении групп пациентов между собой не было выявлено 

статистически значимых отличий между ними.  

  

3.5. Определение концентрации гомоцистеина у пациентов с хроническим 

простатитом III В/синдромом хронической тазовой боли с сопутствующей 

астенозооспермией 

 

При определении концентрации гомоцистеина у пациентов с ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией (группа 2) было выявлено повышение 

концентрации гомоцистеина в спермоплазме, которое составило 291,4 нг/мл 

(р=0,003), что в 1,5 раза выше по сравнению с контрольной группой (Рисунок 20). 

 

Рисунок 20 – Концентрация гомоцистеина в спермоплазме у пациентов, нг/мл 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 
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подвижностью сперматозоидов и концентрацией гомоцистеина в спермоплазме r= 

-0,54 (p=0,004) (Рисунок 21).  
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Рисунок 21 – Зависимость подвижности сперматозоидов в спермоплазме от 

концентрации гомоцистеина у обследуемых контрольной группы 

 

Также была выявлена отрицательная корреляционная взаимосвязь средней 

силы между концентрацией витамина В12 и концентрацией гомоцистеина в 

спермоплазме у обследуемых контрольной группы r=-0,47 (р <0,05) (Рисунок 22). 

 

 

Рисунок 22 – Зависимость концентрации гомоцистеина от концентрации витамина 
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При проведении корреляционного анализа была выявлена отрицательная 

корреляционная взаимосвязь высокой силы между концентрацией витамина В12 и 

концентрацией гомоцистеина в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией r=-0,72 (р= 0,001) (Рисунок 23). 

 

Рисунок 23 – Зависимость концентрации гомоцистеина от количества витамина 

В12 у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией 

 

Также была выявлена отрицательная корреляционная взаимосвязь средней 

силы между подвижностью сперматозоидов и концентрацией гомоцистеина в 

спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией r=-

0,45 (р <0,05), т.е. при увеличении концентрации гомоцистеина в спермоплазме 

подвижность сперматозоидов снижается (Рисунок 24). 
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Рисунок 24 – Зависимость подвижности сперматозоидов от концентрации 

гомоцистеина у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией 

 

 

3.6. Определение концентрации гомоцистеина у пациентов с варикоцеле II и 

III степени с сопутствующей астенозооспермией 

 

У пациентов с диагнозом варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией (группа 3), также отмечалось повышение концентрации 

гомоцистеина в 1,7 раза в спермоплазме и составило 307,4 нг/мл (р=0,001). 
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корреляционная взаимосвязь высокой силой между концентрацией витамина В12 и 

гомоцистеином в спермоплазме r=-0,76 (р=0,001) (Рисунок 25).  
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Рисунок 25 – Зависимость концентрации гомоцистеина от концентрации витамина 

В12 у пациентов с варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией 

 

 

Рисунок 26 – Зависимость подвижности сперматозоидов в спермоплазме от 

концентрации гомоцистеина у пациентов с варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией 
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При проведении корреляционного анализа в исследуемых группах 

наблюдалось одинаковая тенденция. При снижении концентрации витамина В12 

повышается уровень гомоцистеина, а подвижность сперматозоидов снижается. 

Мы предполагаем, что повышение уровня гомоцистеина в спермоплазме 

может быть связано со снижением концентрации витамина В12.  

В результате проводимых исследований, по литературным данным, было 

обнаружено, что гипергомоцистеинемия в организме человека ингибирует 

образование фермента эндотелиальной синтазы оксида азота (NO-синтаза III КФ 

1.14.13.39), что приводит к снижению количества оксида азота [140]. Оксид азота 

является модулятором многих физиологических процессов, в том числе 

сперматогенеза за счет активации цитозольной формы гуанилатциклазы, 

последующего синтеза цГМФ и активации цГМФ-зависимых протеинкиназ [167]. 

Известно, что в сперматозоидах человека содержится фермент эндотелиальная 

синтаза оксида азота, которая синтезирует метастабильный свободный радикал 

оксида азота. Этот радикал также играет важную роль в обеспечении 

подвижности сперматозоидов [167]. Поэтому можно предположить, что 

повышение уровня гомоцистеина вызывает астенозооспермию за счет истощения 

уровня оксида азота.  

При сравнении групп пациентов между собой не было выявлено 

статистически значимых отличий между ними.  

 

3.7. Определение уровня окислительной модификации белков в 

спермоплазме у пациентов с хроническим простатитом III B/синдромом 

хронической тазовой боли и варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией 

  

С целью оценки выраженности окислительного стресса мы определяли 

ОМБ в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией. Было отмечено нарастание альдегиддинитрофенилгидразонов 

(АДНФГ), которые являются ранним маркером окислительной деструкции белка, 
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по сравнению с группой контроля. Также отмечено увеличение и поздних 

производных окислительной деструкции белка кетондинитрофенилгидразонов 

(КДНФГ) спонтанной ОМБ. По этим данным можно оценить степень 

выраженности окислительного стресса, длительность, интенсивность 

повреждения [77,79]. Результаты исследования представлены в таблице 5. 

 Таким образом, мы обнаружили выраженное статистически значимое 

нарастание содержания АДНФГ и КДНФГ в спермоплазме пациентов с 

изучаемыми патологиями на трех максимумах поглощения при спонтанной ОМБ. 

При проведении корреляционного анализа во всех группах между 

подвижностью сперматозоидов и ОМБ не было выявлено статистически 

значимых корреляционных взаимосвязей.  



 

Таблица 5 – Уровень окислительной модификации белков в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией и у пациентов с варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05).  

 

Длина 

волны 

λ 356 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 370 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 430 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 530 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 356 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 370 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 430 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 530 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 356 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 370 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 430 

Me 

[Q1-

Q3] 

λ 530 

Me 

[Q1-

Q3] 

Группы  Контрольная группа Группа 2 Группа 3 

Спонтанная 

ОМБ 

0,23 

[0,11; 

0,29] 

0,17 

[0,09; 

0,38] 

0,12 

[0,07; 

0,15] 

0,13 

[0,05; 

0,13] 

0,39* 

[0,26; 

0,63] 

0,38 

[0,27; 

0,55] 

0,20* 

[0,18; 

0,24] 

0,23* 

[0,20; 

0,27] 

0,45* 

[0,44; 

0,55] 

0,40 

[0,40; 

0,45] 

0,45* 

[0,42; 

0,48] 

0,45* 

[0,41; 

0,49] 

Индуцирова

нная в 

реакции  

Фентона 

ОМБ 

0,42 

[0,14; 

0,64] 

0,35 

[0,11; 

0,46] 

0,20 

[0,12; 

0,29] 

0,14 

[0,11; 

0,27] 

0,93 

[0,30; 

0,94] 

0,71 

[0,30; 

0,99] 

0,35 

[0,23; 

0,70] 

0,34 

[0,30; 

0,68] 

0,55 

[0,50; 

0,65] 

0,48 

[0,45; 

0,68] 

0,46 

[0,32; 

0,70] 

0,52 

[0,44; 

0,89] 
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Исходя из наших результатов можно предположить, что у пациентов с 

ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией (группа 2) отмечается высокая 

доля нарастания КДНФГ, что указывает на активный переход первичных 

маркеров во вторичные. Снижается антиоксидантная защита организма, и он не 

может противостоять реакциям свободно-радикального окисления. Причинами 

этого могут быть ишемия, которая приведет к увеличению свободных радикалов, 

а также, возможно, присоединение воспалительного процесса. При воспалении 

может отмечаться активация лейкоцитов, вследствие чего они могут 

продуцировать активные формы кислорода. Еще одной причиной снижения 

антиоксидантной защиты, является снижение концентрации цинка в 

спермоплазме. Он участвует в реакциях антиоксидантной защиты в качестве 

кофактора фермента супероксиддисмутазы (КФ 1.15.1.1), и его снижение 

предположительно может привести к развитию окислительного стресса.  

Для пациентов с варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией (группа 3) при определении спонтанного окисления также 

наблюдается повышение карбонильных производных в спермоплазме. Это может 

быть связано с несколькими причинами: 

1) локальный тепловой стресс; 

2) гипоксия. 

Тепловой стресс может приводить к денатурации белков спермоплазмы. 

Нарушаются функции белков теплового шока, которые отвечают за транспорт, 

транскрипцию, передачу сигнала [201].  

 

3.7.1. Оценка резервно-адаптационного потенциала спермоплазмы 

 

Для оценки устойчивости спермоплазмы к окислительному воздействию 

провели анализ резервно-адаптационного потенциала (РАП). При этом за 100 % 

принимали уровень индуцированной ОМБ и оценивали долю спонтанной в ней. 
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По уровню РАП можно судить о накоплении у пациентов дополнительных 

альдегидных и кетонных производных при добавлении в реакционную среду 

окислительной смеси [79]. 

При определении спонтанной ОМБ в металл-катализируемой у пациентов 

группы 2 и группы 3 в спермоплазме наблюдалось снижение РАП. Данные 

результаты можно расценить как истощение резервных возможностей организма, 

а соответственно при этом может наблюдаться окислительный стресс (Таблица 6).  

 

Таблица 6 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

 λ 356 

АДНФГ  

нейтрального 

характера 

λ 370 

АДНФГ 

основного 

характера 

λ 430 

КДНФГ  

нейтрального 

характера 

λ 530 

КДНФГ 

основного 

характера 

Контрольная 

группа 

48 % 50 % 57 % 69 % 

Группа 2 27 % 39 % 43 % 37 %* 

Группа 3 26 % 20 %* 16 %* 14 %* 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

Как видно из таблицы 6, можно судить об истощении резервных 

способностей организма по отношению к окислительному стрессу у пациентов 2 

и 3 группы по сравнению с контрольной группой обследуемых. На рисунках 27-38 

представлены данные резервно - адаптационного потенциала спермоплазмы. 

На длине волны 356 нм (рисунки 27-29) мы отметили снижение РАП 

спермоплазмы у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией, 

такая же тенденция отмечалась и у пациентов с варикоцеле II-III степени с 

сопутствующей астенозооспермией по сравнению с контрольной группой 

обследуемых.  
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Рисунок 27 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 356 нм у пациентов контрольной группы 

 

Рисунок 28 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 356 нм у пациентов 2 группы 

 

Рисунок 29 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 356 нм у пациентов 3 группы 
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Снижение РАП спермоплазмы наблюдается и на длине волны 370 нм 

(рисунки 30-32) у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией по 

сравнению с контрольной группой обследуемых. У пациентов с варикоцеле II-III 

степени с сопутствующей астенозооспермией на данной длине волны отмечается 

статистически значимое снижение РАП спермоплазмы по сравнению с 

контрольной группой обследуемых. 

 

 

Рисунок 30 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 370 нм у пациентов контрольной группы 

 

 

Рисунок 31 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы 

 на длине волны 370 нм у пациентов 2 группы 
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Рисунок 32 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 370 нм у пациентов 3 группы 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

На длине волны 430 нм (рисунки 33-35) мы наблюдали снижение РАП 

спермоплазмы у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией и у 

пациентов с варикоцеле II-III степени с сопутствующей астенозооспермией, что 

является статистически значимым для пациентов с варикоцеле II-III степени с 

сопутствующей астенозооспермией по сравнению с контрольной группой 

обследуемых. 

 

Рисунок 33 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы 

 на длине волны 430 нм у пациентов контрольной группы 
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Рисунок 34 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 430 нм у пациентов 2 группы 

 

 

Рисунок 35 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 430 нм у пациентов 3 группы 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 
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Рисунок 36 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы 

 на длине волны 530 нм у пациентов контрольной группы 

 

Рисунок 37 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волне 530 нм у пациентов 2 группы 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

Рисунок 38 – Резервно-адаптационный потенциал спермоплазмы  

на длине волны 530 нм у пациентов 3 группы 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 
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Мнение авторов по поводу трактовки уровня РАП в научных публикациях 

расходится. Одни считают, что если доля спонтанного окисления ниже, то РАП 

будет выше [31]. Другие считают иначе, что низкая доля спонтанного окисления в 

металл-катализируемой ОМБ, наоборот, отражает уменьшение резервно-

адаптационного потенциала. При его уменьшении возможно снижение защиты 

организма от свободных радикалов [38]. Мы придерживаемся первого мнения и 

считаем, что РАП выше при меньшей доле спонтанного окисления. Таким 

образом, мы отметили снижение РАП у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией и у пациентов с варикоцеле II-III cтепени с сопутствующей 

астенозооспермией на всех длинах волн, но у пациентов с варикоцеле II-III 

степени с сопутствующей астенозооспермией снижение оказалось более 

выражено, что может быть связано с более глубоким развитием окислительного 

стресса в этой группе пациентов.   

 

3.7.2. Определение концентрации конечных метаболитов оксида азота в 

спермоплазме у пациентов с хроническим простатитом III B/синдромом 

хронической тазовой боли и варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией  

 

В развитии окислительного стресса важную роль играет оксид азота, 

который c одной стороны может выступать как прооксидант, а с другой стороны 

может обладать антиоксидантным действием [78].  

При исследовании конечных метаболитов оксида азота в спермоплазме у 

пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией мы наблюдали 

незначительное увеличение метаболитов NO в 1,4 раза, что не явилось 

статистически значимым по сравнению с контрольной группой. У пациентов с 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией было выявлено 

увеличение метаболитов оксида азота в 2,5 раза, что явилось статистически 

значимым по сравнению с контрольной группой (Рисунок 39). 
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Рисунок 39 – Изменение концентрации конечных метаболитов оксида азота в 

спермоплазме у пациентов, мкмоль/мл 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

При проведении корреляционного анализа между подвижностью 
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выявлена отрицательная корреляционная взаимосвязь средней степени между 

подвижностью сперматозоидов и конечными метаболитами оксида азота в 

спермоплазме r=-0,42 (р <0,05). 

У обследуемых контрольной группы и у пациентов с ХП/СХТБ с 

сопутствующей астенозооспермией не было выявлено достоверной 

корреляционной связи.  
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выступать в качестве фактора апоптоза при развитии окислительного стресса 

[63,78].  

Увеличение концентрации конечных стабильных метаболитов NO (NO2/ 
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усилению синтеза цитокинов, стимулирующих экспрессию индуцибельной NOS, 

что может приводить к повышению синтеза оксида азота [45]. 

При взаимодействии оксида азота с супероксид-ионом образуется 

пероксинитрит, который является сильным окислителем. Он окисляет SH группу 

ферментов НАДН-убихинон-оксидоредуктазы (КФ 7.1.1.2), сукцинат-убихинон-

оксидоредуктазы (КФ 1.3.5.1) [170], участвующих в энергетическом обмене, что 

может приводить к снижению выработки АТФ и к снижению подвижности 

сперматозоидов.  

При сравнении групп пациентов между собой не было выявлено 

статистически значимых отличий между ними.  

 

3.8. Определение активности катепсинов В, L и Н в спермоплазме у 

пациентов с хроническим простатитом III B/синдромом хронической тазовой 

боли и варикоцеле II и III степени c сопутствующей астенозооспермией 

 

С целью оценки состояния лизосомального цистеинового протеолиза мы 

определяли активность цистеиновых катепсинов B, L и H в спермоплазме. Было 

выявлено статистически значимое снижение их активности у пациентов с 

ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени, с сопутствующей астенозооспермией по 

сравнению с контрольной группой (Рисунок 40-42, Таблица 7). 

Таблица 7 – Изменение активности катепсинов в спермоплазме, нмоль/ч×л  

 Контрольная группа 

Me [Q1-Q3] 

Группа 2 

Me [Q1-Q3] 

Группа 3 

Me [Q1-Q3] 

Активность 

катепсина В 

(C01.060) 

0,76 

[0,62; 0,88] 

0,18* 

[0,11; 0,28] 

0,03* 

[0,02; 0,06] 

Активность 

катепсина L 

(C01.032)    

0,75 

[0,65; 0,91] 

0,18* 

[0,13; 0,28] 

0,03 * 

[0,02; 0,05] 

Активность 

катепсина Н  

(C01.040) 

0,79 

[0,65; 0,87] 

0,21* 

[0,13; 0,30] 

0,03* 

[0,02; 0,05] 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 
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Рисунок 40 – Активность катепсина В в спермоплазме у пациентов, нмоль/ч×л 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

 

 

Рисунок 41 – Активность катепсина L в спермоплазме у пациентов, нмоль/ч×л 

 
Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 
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Рисунок 42 – Активность катепсина Н в спермоплазме у пациентов, нмоль/ч×л 

Примечание –  * – статистически значимое отличие от контрольной группы (р <0,05). 

 

В таблице 8 представлены корреляционные взаимосвязи между 

подвижностью сперматозоидов и активностью катепсинов В, L и Н в 

спермоплазме пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией.  

 

Таблица 8 – Корреляционные взаимосвязи между подвижностью 

сперматозоидов и активностью катепсинов В, L и Н в спермоплазме пациентов с 

ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией  

 

 

Подвижность 

сперматозоидов 

Катепсин В Катепсин L Катепсин Н 

 

r=0,54 (p <0,05) 

 

r=0,55 (p <0,05) 

 

r= 0,49 (p <0,05) 
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Наиболее выраженной оказалась корреляция средней силы между 

подвижностью сперматозоидов и активностью катепсина L r=0,55 (p <0,05) у 

пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией (Рисунок 43). 

 

Рисунок 43 – Зависимость подвижности сперматозоидов от активности катепсина 

L у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей астенозооспермией 

 

В таблице 9 представлены корреляционные взаимосвязи между 

подвижностью сперматозоидов и активностью катепсинов В, L и Н в 

спермоплазме пациентов с варикоцеле II и III с сопутствующей 

астенозооспермией. 

 

Таблица 9 – Корреляционные взаимосвязи между подвижностью 

сперматозоидов и активностью катепсинов В, L и Н в спермоплазме пациентов с 

варикоцеле II и III с сопутствующей астенозооспермией 

 

 

Подвижность 

сперматозоидов 

Катепсин В Катепсин L Катепсин Н 

 

r=0,38 (p <0,05) 

 

r=0,30 (p <0,05) 

 

r= 0,42 (p <0,05) 
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Наиболее выраженной оказалась корреляция средней силы выраженности 

между подвижностью сперматозоидов и активностью катепсина Н r=0,42 (p <0,05) 

у пациентов с варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией  

Снижение активности лизосомальных цистеиновых протеаз (катепсинов В, 

L и Н) в спермоплазме у пациентов с ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией может быть связана с несколькими причинами:  

- с изменением рН среды, что приведет к инактивации работы данных 

катепсинов из-за нарушения аутокаталитического процессинга. Оптимум 

действия рН для катепсина В находится в пределах 5,5-6,0, для катепсина L в 

пределах 5,0, а для катепсина H в пределах 6,5-6,8. 

- другая причина заключается в нарушении акросомальной реакции. Она 

необходима для транспортировки содержимого акросомы к месту локального 

разрушения оболочки яйцеклетки. По литературным данным активность 

акрозина, который содержится в акросоме сперматозоида снижается у пациентов 

с бесплодием по сравнению с фертильными мужчинами [133]. Акрозин 

способствует связыванию сперматозоидов с zona pellucida. Исходя из выше 

перечисленного можно предположить, что катепсины B, L, H, содержащиеся в 

акросоме, могут принимать участие в оплодотворении яйцеклетки, а снижение их 

активности, возможно, приведет к нарушению процесса оплодотворения. 

Снижение активности катепсинов В, L, H в спермоплазме у пациентов с 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозоопермией может быть 

связано с повышением температуры в яичках, в результате переполнения 

последних венозной кровью. Тепловой стресс может способствовать образованию 

активных форм кислорода, что приведет к развитию окислительного стресса 

[135]. В результате окисления цистеиновых групп образуются дисульфидные 

связи и фермент теряет свою активность.  

При варикоцеле наблюдается снижение активности сперматогенного 

эпителия [61], в результате чего происходит нарушение выработки 

сперматозоидов, а именно снижается их нормальное количество.  
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В современной литературе существуют данные, что активность катепсина В 

ингибируется NO через S-нитрозилирование остатков цистеина в активном центре 

фермента [155]. Возможно, и снижение активности катепсинов L и H, полученное 

в нашем исследовании, также происходит под действием NO.  

При сравнении групп пациентов между собой не было выявлено 

статистически значимых отличий между ними.  

 

3.9. Заключение по разделу 

 

Окислительный стресс является одним из факторов, приводящих к 

развитию в организме человека различных патологических процессов, в том числе 

он, предположительно, может вызывать снижение жизнеспособности 

сперматозоидов. Взаимосвязь развития ОС при изучаемых патологиях можно 

представить в виде следующей схемы (Рисунок 44).  

В проведенных нами исследованиях была выявлена зависимость между 

высоким уровнем гомоцистеина, ОМБ в спермоплазме и снижением подвижности 

сперматозоидов.  

Мы предполагаем, что снижение количества витамина В12 в спермоплазме 

приводит к повышению уровня гомоцистеина в спермоплазме, который, в свою 

очередь, ведет к развитию окислительного стресса. ОС ассоциирован с 

повышением уровня ОМБ в спермоплазме, что является его ранним маркером. 

Активность катепсинов в спермоплазме снижается вследствие окислительной 

модификации активного центра ферментов. В своем строение катепсины имеют 

SH группы, которые могут окисляться и образовывать дисульфидные связи, что 

ведет к их инактивации.  

У пациентов с варикоцеле II-III степени с сопутствующей 

астенозооспермией наблюдалось увеличение уровня конечных метаболитов 

оксида азота, что может быть связано с гипоксией яичка, которая приводит к 

усилению синтеза цитокинов, стимулирующих экспрессию индуцибельной NOS 

синтазы.  
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Рисунок 44 – Взаимосвязь развития ОС при ХП/СХТБ с сопутствующей 

астенозооспермией и при варикоцеле II-III степени с сопутствующей 

астенозооспермией 

 

При проведении многофакторного регрессионного анализа установлено 

статистически значимое влияние двух факторов: концентрации витамина В12 и 

активности катепсина L на подвижность сперматозоидов у пациентов с 

варикоцеле. Получена регрессионная модель (R2 скор.=0,614), описывающая 

снижение подвижности сперматозоидов в зависимости от изменения 

установленных факторов, в соответствии с уравнением: 

y = 0,0003 X1+0,7868X4+0,1337,            (1) 

где у – подвижность сперматозоидов в %,  
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х1 концентрация витамина В12 в пг/мл,  

х4 активность катепсина L в нмоль/ч×л.  

Выявлен ведущий фактор - концентрация витамина В12 в спермоплазме, то 

есть, наиболее сильное влияние на снижение подвижности сперматозоидов 

оказывает концентрация витамина В12 (ρ Спирмена между подвижностью 

сперматозоидов и активностью катепсина L=-0,113; ρ Спирмена между 

подвижностью сперматозоидов и концентрацией витамина В12 0,614).  

Для пациентов с ХП/СХТБ регрессионная модель, приемлемая для описания 

изменении исследуемых показателей, не найдена (R2 скор.= 0,417). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

На сегодняшний день мужской фактор бесплодия является важной 

проблемой, так как имеется тенденция к его росту. В связи с этим исследование 

патологии мужской репродуктивной функции является актуальной задачей.  

В большинстве случаев обследование мужчин не требует инвазивных 

вмешательств, выполняется в более короткие сроки. 

Причины, приводящие к снижению качества спермы, до конца не изучены. 

Факторами риска, приводящими к снижению мужской фертильности, являются: 

образ жизни, вредные привычки, питание, стресс, неблагоприятная экологическая 

обстановка.  

В связи с этим, раннее выявление заболеваний мужской репродуктивной 

системы является актуальной медицинской проблемой и требует внедрения новых 

диагностических надежных и информативных тестов.  

Целью нашего исследования стал поиск новых биохимических маркеров 

мужского бесплодия, а именно взаимосвязь количества витамина В12, уровня 

гомоцистеина, активность катепсинов B, L, Н, как показателей цистеинового 

протеолиза, ОМБ, конечных метаболитов оксида азота, как показателей 

окислительного стресса, с подвижностью сперматозоидов в спермоплазме у 

пациентов с ХП/СХТБ с сопутствуюшей астенозооспермией и у пациентов с 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией.  

В ходе исследования были сформированы три группы пациентов, 

проходивших обследование в клинико-диагностической лаборатории на базе ГБУ 

РО «ГКБ» № 8 г. Рязани.  В контрольную (первую) группу вошли пациенты без 

нарушения фертильности, проходившие обследование перед ЭКО, которые были 

сопоставимы по возрасту, полу с пациентами второй и третьей групп. Во вторую 

группу вошли пациенты с ХП/СХТБ с сопутствуюшей астенозооспермией. 

Третью группу составили пациенты с варикоцеле II и III степени с 

сопутствующей астенозооспермией. Все пациенты подписали добровольное 

информированное согласие для участия в исследовании.  
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В качестве материала для исследования использовалась спермоплазма.  

В ходе исследования было выявлено, что у пациентов обеих групп в 

спермоплазме снижено количество витамина В12 и повышена концентрация 

гомоцистеина.  

Была выявлена положительная корреляционная взаимосвязь средней 

степени выраженности между подвижностью сперматозоидов и количеством 

витамина В12 в спермоплазме у пациентов обеих групп. Также была выявлена 

отрицательная корреляционная взаимосвязь высокой силы между количеством 

витамина В12 и количеством гомоцистеина в спермоплазме у пациентов обеих 

групп в спермоплазме. Также была выявлена отрицательная корреляционная 

взаимосвязь высокой силы между количеством гомоцистеина и подвижностью 

сперматозоидов в спермоплазме у пациентов с варикоцеле II-III степени с 

сопутствующей астенозооспермией.  

Таким образом, определение количества витамина В12 и гомоцистеина в 

спермоплазме у пациентов обеих групп может рассматриваться в качестве 

возможных маркеров в диагностике снижения мужской фертильности.  

При определении уровня ОМБ у пациентов обеих групп в спермоплазме 

была отмечена тенденция к увеличению ОМБ по сравнению с контрольной 

группой пациентов, что говорит о развитии окислительного стресса. При 

изучении резервно-адаптационного потенциала спермоплазмы мы получили 

данные о его истощении у пациентов обеих групп.  

При определении активности цистеиновых катепсинов B, L, H у пациентов 

обеих групп в спермоплазме было отмечено снижение их активности, что тоже 

может рассматриваться как один из возможных маркеров нарушения мужской 

фертильности. При проведении корреляционного анализа между активностью 

катепсинов В, L, Н и подвижностью сперматозоидов в спермоплазме была 

выявлена положительная корреляционная взаимосвязь средней степени 

выраженности у пациентов обеих групп, которая оказалась статистически 

значимой по сравнению с пациентами контрольной группы. 

 



91 
 

ВЫВОДЫ 

 

1. Выявлены особенности биохимического статуса спермоплазмы 

пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле II и III степени с сопутствующей 

астенозооспермией, которые заключаются в снижении концентрации витамина 

В12 и повышении уровня гомоцистеина по сравнению со здоровыми донорами. 

2. Выявлены особенности окислительного и нитрозативного статуса 

спермоплазмы, что выражается в повышении уровня карбонилированных белков, 

снижении резервно-адаптационного потенциала у пациентов с ХП/СХТБ и 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией; повышении 

концетрации конечных метаболитов оксида азота у пациентов с варикоцеле по 

сравнению со здоровыми донорами. 

3. Установлено снижение активности лизосомальных цистеиновых 

протеиназ B, L, H в спермоплазме, что может свидетельствовать об изменении 

параметров микроокружения сперматозоидов у пациентов с ХП/СХТБ и 

варикоцеле II и III степени с сопутствующей астенозооспермией по сравнению со 

здоровыми донорами.  

4. Уменьшение подвижности сперматозоидов ассоциируется со снижением 

активности катепсинов В, L, Н, снижением концентрации витамина В12 и 

повышением гомоцистеина в спермоплазме пациентов с ХП/СХТБ и варикоцеле 

II и III степени с сопутствующей астенозооспермией по сравнению со здоровыми 

донорами.  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. Определение концентрации витамина В12 в спермоплазме может 

использоваться для прогнозирования или оценки степени риска снижения 

мужской фертильности. 

2. Изучение активности лизосомальных цистеиновых протеаз (катепсинов 

В, L, Н) в спермоплазме может применяться для прогнозирования возможного 

риска снижения фертильности у мужчин. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

2,4-ДНФГ – 2,4-динитрофенилгидразин 

cNOS – конститутивная NO –синтаза 

Сvt-путь – cytoplasmato-vacuole targeting 

eNOS – эндотелиальная NO –синтаза 

Нсу – гомоцистеин  

HRP – пероксидаза хрена 

Hsp90 – Heat shock protein 90, белок теплового шока 90 

iNOS – индуцибельная NO –синтаза 

mNOS – макрофагальная NO –синтаза 

N5 метил-ТГФК – производное фолиевой кислоты  

nNOS – нейрональная NO-синтаза 

TnNOS – подкласс нейрональной NO синтазы 

АДНФГ – альдегиддинитрофенилгидразон 

АФА – активные формы азота  

АФК – активные формы кислорода  

ГП – глутатионпероксидаза  

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота  

ДНФГ – динитрофенилгидразин  

ИФА – иммуноферментный анализ  

КДНФГ – кетондинитрофенилгидразон 

МКБ-10 – международная классификация болезней 10-го пересмотра  

ОМБ – окислительная модификация белка 

ОС – окислительный стресс  

РАП – резервно-адаптационный потенциал 

ТМБ – ТМВ Substrate, стоп-реагент    

ТХУ – трихлоруксусная кислота  
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ХП/СХТБ – хронический простатит IIIB/синдром хронической тазовой боли 

цГМФ – циклический гуанозинмонофосфат  

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 
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